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Resumen 
 
 
Se realizó el estudio genético de la población ex situ de adultos y juveniles de Crocodylus  
intermedius que se encuentra en la Estación de Biología Tropical Roberto Franco, con el fin de 
establecer su potencial genético y los cruces adecuados para su manejo. Se emplearon primers 
heterólogos para la amplificación de loci microsatélite, encontrándose tres sistemas monomórficos 
y seis polimórficos con 2 a 16 alelos. Los adultos difieren en el número de juveniles de los cuales 
son padres candidatos lo que indicaría diferencias en la reproducción. Adicionalmente, 121  
juveniles no tienen padres potenciales en los adultos y se consideró su origen externo a la Estación. 
No hubo diferencias entre la heterocigosidad esperada y la riqueza alélica entre los adultos y los 
juveniles lo que indica que no se ha presentado una pérdida de diversidad genética. Se diseñaron 
cruces entre pares de individuos con un coeficiente r=0 para aumentar la heterocigosidad; es 
importante que todos los individuos se reproduzcan para evitar la pérdida de diversidad alélica y 
una diferenciación de la población ex situ con respecto a la población silvestre.   
 
Palabras clave: Crocodylus  intermedius, población ex situ, diversidad genética, cruces. 
 
 
Abstract 
A genetic study of Crocodylus intermedius ex situ population was made. This population is formed 
by adults and juveniles and is located in the Estación de Biología Tropical Roberto Franco. The 
aim of this study was to establish the ex situ population genetic potential and propose mating pairs 
for its management. Heterologous primers were used for microsatellite loci amplification; three of 
them were monomorphic and six polymorphic with 2 to 16 alleles. Adults were parent candidates 
of a different number of juveniles, what suggest differences in reproduction. Also, 121 juveniles 
did not have adult parent candidates, for that reason their origin was considered external. Between 
adults and juveniles there were not differences in the expected heterozigosity and allelic richness, 
what means that there was not genetic diversity loss. Mating pairs were proposed between 
individuals with a r=0 coefficient to increase heterozigosity. Every individual should reproduce to 
avoid allelic richness loss and genetic population differentiation and wild population. 
 
Key Words: Crocodylus intermedius, ex situ population, genetic diversity, mating pairs.      
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Introducción 
En Colombia, Crocodylus intermedius, también conocido como caimán llanero o cocodrilo del 
Orinoco, se encuentra entre las especies más perjudicadas por la actividad humana, debido a que 
entre los años 1920 y 1950 estuvo sometida a una intensa caza comercial para satisfacer la 
demanda de pieles: Medem estimó que hacia la mitad de la década de 1930, período en el que la 
caza fue más intensa,  se comercializaron entre 135200 y 254000 pieles (Ramírez-Perilla, 2000).  
 
Desde 1984 , el caimán llanero se encuentra catalogado como una especie en peligro crítico por la 
Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza y los Recursos Naturales (UICN) y 
desde 1975 se encuentra incluido en el apéndice I de la Convención sobre el Comercio 
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES). Por estas razones, se 
ha creado el Plan Nacional para la Conservación del Caimán Llanero, cuyo objetivo general es 
prevenir la extinción de C. intermedius y promover su recuperación en el área natural de 
distribución integrándolo a los sistemas económicos y culturales regionales (Ministerio del Medio 
Ambiente, 2002). Para este propósito, se necesita como estrategia de conservación el rescate de 
individuos del medio natural para su reproducción en cautiverio y finalmente la repoblamiento al 
hábitat natural para recuperar así las poblaciones naturales (Ramírez-Perilla, 2000). Los esfuerzos 
por mantener individuos de C. intermedius en cautiverio han sido llevados a cabo por la Estación 
de Biología Tropical Roberto Franco (EBTRF) de la Universidad Nacional de Colombia (Ramírez-
Perilla, 2000).  Esta población ex situ de la EBTRF se originó con la constitución de dos parejas de 
diverso origen y edades llevada a cabo por Medem en la década del 70 y por decomisos posteriores 
llevados a cabo por el antiguo INDERENA, y actualmente se encuentra conformada por 56 
individuos adultos y 212 juveniles de los cuales no se tiene información sobre su procedencia del 
medio silvestre ni sus relaciones de parentesco. 
 
Los programas de cría en cautiverio son una opción para conservar especies o poblaciones que son 
incapaces de sobrevivir en sus hábitats naturales, de tal forma que dichos programas actúan como 
un seguro contra la extinción en el medio silvestre (Frankham et al., 2002). Sin embargo, las 
poblaciones en cautiverio pueden verse afectadas por varios fenómenos como lo son la adaptación 
genética al cautiverio, ya que se controlan las enfermedades, la selección de pareja y la 
competencia con otras especies; la depresión por endogamia, ya que a medida que aumenta en 
número de generaciones los individuos estarán emparentados y con ello, habrá un aumento en la 
probabilidad de que expongan alelos recesivos deletéreos que reducen la fecundidad y la 
sobrevivencia; y la pérdida de diversidad genética, que es importante porque brinda potencial 
evolutivo. Esta pérdida de diversidad genética se da desde el momento de la fundación, ya que el 
pool génico de la población silvestre se encuentra representado únicamente por los individuos que 
se emplean en el proceso de fundación (Frankham  et al., 2002); y si no existe un manejo adecuado 
de la población puede darse una pérdida de la diversidad genética existente, que provocará una 
diferenciación de la población en cautiverio con respecto a la silvestre y tendrá efectos 
prejudiciales en el momento de una reintroducción. Diversos estudios realizados en poblaciones en 
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cautiverio muestran que el tipo de diversidad genética que se ve más afectado es la riqueza alélica, 
encontrándose que a medida que aumenta el número de generaciones hay pérdida de alelos (Tzika 
et al., 2008). 
 
La contribución de la genética al manejo de las poblaciones en cautiverio consiste en el diseño de 
cruces que eviten la endogamia y la pérdida de diversidad genética (Frankham  et al., 2002) para lo 
cual es esencial el conocimiento del parentesco (Haig, 1998). Sin embargo, puede que en las 
poblaciones en cautiverio no exista un registro adecuado del parentesco o no se tenga información 
de este, como ocurre en el presente estudio para la población ex situ de C. intermedius; en estos 
casos, los marcadores moleculares son una herramienta útil y apropiada cuando no se tiene 
información sobre el parentesco de los individuos o se tiene información ambigua. Los 
microsatélites son los marcadores más utilizados en este tipo de estudios ya que son altamente 
polimórficos, tienen una herencia codominante y son fácilmente amplificables por PCR. No 
obstante, una de las desventajas de los microsatélites es el alto costo que implica el desarrollo de 
primers especie específicos, aunque en su defecto pueden utilizarse primers heterólogos de 
especies estrechamente relacionadas.  
 
Diversos estudios demuestran que entre las especies del género Crocodylus hay un gran éxito en la 
amplificación cruzada de loci microsatélite: primers desarrollados para C. jhonsoni (FitzSimmons 
et al., 2000) amplifican en C. moreletii (Dever y Densmore, 2000; Mcvay et al., 2008), C. porosus 
(Isberg et al., 2004) y C. rhombifer y C. acutus (Weaver et al., 2008); y primers de C. porosus 
amplifican en diferentes especies de cocodrilos verdaderos, entre ellos C. intermedius (Miles et al., 
2008). Debido a que para C. intermedius no se han desarrollado primers para loci microsatélite, en 
el presente estudio se emplearon primers heterólogos provenientes de C. porosus y C. johnsoni en 
C. intermedius con el objetivo de evaluar el potencial genético de la población ex situ presente en 
la Estación de Biología Tropical Roberto Franco por medio de la diversidad genética existente en 
términos de la proporción de loci polimórficos, la riqueza alélica y la heterocigosidad; y con el 
objetivo de determinar las relaciones de parentesco entre los individuos para el diseño de cruces 
adecuados basados en un coeficiente de relación genética de Queller y Goodnight (1989) con un 
valor de cero, que implica que los individuos involucrados no comparten alelos y por lo tanto, haya 
un aumento de la heterocigosidad en la siguiente generación evitando de esta forma los efectos de 
la endogamia.  
 
El uso de primers heterólogos permite una evaluación del estado genético de la población de 
interés, como es el caso de la población ex situ de C. intermedius; sin embargo, es necesario el 
estudio genético de las poblaciones silvestres para determinar la cantidad de variabilidad genética 
que se encuentra representada en la población ex situ (Norton y Ashley, 2004); también es 
necesario determinar la presencia de estructura poblacional entre las subpoblaciones silvestres, ya 
que de esta forma se evitará el cruce de individuos adaptados a diferentes ambientes lo que puede 
ocasionar una depresión por exogamia; y por último, también es necesario determinar el origen de 
los individuos que componen la población en cautiverio, lo cual es importante para su posterior 
reintroducción en el sitio adecuado del medio natural (Tzika et al., 2008) 
 
Adicionalmente, el uso de primers heterólogos permite también determinar la relación genética 
entre los individuos para el establecimiento de cruces adecuados. Idealmente, estos cruces 
involucran a todos los individuos ya que desde el punto de vista genético es importante  la 
contribución de todos ellos en el establecimiento de futuras generaciones para evitar que haya 
pérdida de diversidad genética en términos de riqueza alélica; sin embargo, se debe tener en cuenta 
que en el momento de llevar a cabo a la práctica los cruces pueden presentarse factores externos 
que pueden obstaculizar el proceso reproductivo, como lo son la edad de los individuos y su estado 
de salud.    
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El presente estudio brinda la información necesaria sobre el estado genético de la población en 
cautiverio de C. intermedius presente en la Estación de Biología Tropical Roberto Franco, y brinda 
las bases para un manejo genético adecuado que permite evitar la pérdida de diversidad genética y 
la endogamia, lo cual afectaría la supervivencia de la población en el cautiverio y en el medio 
natural.    
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Objetivos 
 
Objetivo general  
 
Determinar la estructura genética de la población ex situ de Crocodylus intermedius presente en 
Colombia.  
 
Objetivos específicos 
 
 Determinar parámetros genético poblacionales de los individuos C. intermedius que se 
mantienen ex situ. 
 Determinar la variabilidad genética de la población ex situ de C. intermedius. 
 Determinar las relaciones de parentesco entre los individuos pertenecientes a la población ex 
situ de C. intermedius. 
 Diseñar cruces estratégicos adecuados que permitan el manejo de la población ex situ de C. 
intermedius.  
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1 Marco teórico 
1.1 Crocodylus intermedius 
Crocodylus intermedius, también conocido como caimán llanero o cocodrilo del Orinoco, es una 
de las doce especies verdaderas de cocodrilos que existen en el mundo. Es endémico de la 
Orinoquía colombiana y venezolana, teniendo en nuestro país un  área de distribución limitada por 
el norte con Arauca y por el sur con el río Guayabero (Guaviare); por el occidente con el pie de 
monte llanero y por el oriente, con el río Orinoco (Ramírez-Perilla, 2000).  
 
En vida silvestre, se reproducen cuando llegan a la edad de 12-14 años; en cautiverio, y con 
excelentes condiciones de manejo y alimentación, pueden llegar a la edad reproductiva entre los 7-
10 años. Las hembras ponen entre 25-70 huevos en nidos que cavan en la arena de las playas donde 
son incubados por el sol; la madre los cuida durante todo el tiempo de incubación que va desde la 
postura en las últimas semanas de diciembre hasta febrero; las crías nacen entre marzo y abril. Si 
los huevos son incubados a 32°C producen machos, y si son incubados a 30°C son hembras. El 
caimán llanero es carnívoro y obtiene su presa por cacería, la cual hace mejor dentro del agua. Una 
característica particular de los cocodrilos es la presencia de gastrolitos, es decir de piedras y 
guijarros que poseen en el estómago y le ayudan a la trituración del alimento (Ramírez-Perilla, 
2000).  
 
1.1.2 Estado poblacional de C. intermedius 
 
En Colombia, esta especie de cocodrilo se encuentra entre las más perjudicadas por la actividad 
humana. Entre los años 1920 y 1948 estuvo sometida a una intensa caza comercial para satisfacer 
la demanda de pieles: Medem estimó que hacia la mitad de la década de 1930, período en el que la 
caza fue más intensa,  se comercializaron entre 135200 y 254000 pieles (Ramírez-Perilla, 2000).  
 
Desde el año 1955, Federico Medem advirtió del riesgo en el que se encontraban las poblaciones 
silvestres de C. intermedius. Para los años 1974-1975, este investigador realizó el primer censo de 
esta especie en los Llanos Orientales encontrando 280 individuos; de estos, una gran parte (180 
individuos) se encontraban en el departamento de Arauca (Ramírez-Perilla, 2000), mientras que en 
Casanare y Meta habían desaparecido casi por completo (Ministerio del Medio Ambiente, 2002). 
Veinte años después, en 1993-1994, se encontró que la población había sido drásticamente 
reducida, registrándose tan solo 29 individuos en el departamento de Arauca y estimándose un total 
de 51 (Barahona-Buitrago y Bonilla-Centeno, 1999). 
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En el censo realizado entre los años 1994 y 1996 en el cual se cubrió el 70% de las zonas en donde 
posiblemente se distribuía C. intermedius,  se estimó un total de 127 individuos adultos por medio 
de observación directa y entrevistas efectuadas a los habitantes de las zonas aledañas a los ríos 
Casanare, Meta, Arauca, Vichada, Guainía y Guaviare (Ardila et al., 1998).  Se encontró que la 
mayoría de estos individuos silvestres se encuentran dispersos y/o solitarios o en pequeños grupos 
con muy pocos eventos reproductivos, determinándose la existencia de cuatro zonas en donde 
existirían relictos poblacionales importantes  (Ardila et al., 1998). Una de ellas es la región centro-
oriental del departamento de Arauca, en la red fluvial de los ríos Lipa, Cuiloto, Ele y Cravo Norte 
y que se considera el relicto poblacional más grande con un estimado de 50 individuos adultos que 
se estarían reproduciendo anualmente. Otro relicto es el de la zona baja de la Sierra de la 
Macarena, en los ríos Santodomingo, Duda, Lozada y Guayabero donde se estimó alrededor de 20 
individuos con eventos de reproducción. Un tercer relicto es el de la zona media del río Meta entre 
La Primavera y La Culebra donde se estimaron aproximadamente 15 adultos; y en el cuarto relicto 
se estimaron 19 individuos adultos dispersos ubica a lo largo del río Vichada (Ardila et al., 1998) 
 
Desde 1984 , el caimán llanero se encuentra catalogado como una especie en peligro crítico por la 
Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza y los Recursos Naturales (UICN); desde 
1975 se encuentra incluido en el apéndice I de la Convención sobre el Comercio Internacional de 
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES);  adicionalmente, la resolución 0676 
del 21 de julio de 1997 del Ministerio de Medio Ambiente lo cataloga como especie en peligro de 
extinción (Ramírez-Perilla, 2000). Por estas razones, se ha creado el Plan Nacional para la 
Conservación del Caimán Llanero, cuyo objetivo general es prevenir la extinción de C. intermedius 
y promover su recuperación en el área natural de distribución integrándolo a los sistemas 
económicos y culturales regionales (Ministerio del Medio Ambiente, 2002). Para este propósito, se 
necesita como estrategia de conservación el rescate de individuos del medio natural para su 
reproducción en cautiverio y finalmente el repoblamiento al hábitat natural para recuperar así las 
poblaciones naturales (Ramírez-Perilla, 2000).  
 
1.1.3 Población ex situ de C. intermedius 
 
Los esfuerzos por mantener individuos de C. intermedius en cautiverio han sido llevados a cabo 
por la Estación de Biología Tropical Roberto Franco (EBTRF) de la Universidad Nacional de 
Colombia (Ramírez-Perilla, 2000). Esta población ex situ de la EBTRF se originó a partir de 1970, 
año en el cual Federico Medem inició la conformación de un centro de reproducción debido a la 
declinación de las poblaciones silvestres (Lugo, 1995). Ese mismo año, se estableció la primera 
pareja proveniente del río Metica cerca de Puerto López, Meta: el macho  tenía una edad 
aproximada de siete años y se le llamó Polo; la hembra tenía una edad aproximada de dos años y se 
le llamó Lizeth. En 1974, llegó otro macho proveniente de San Carlos de Guaroa (Meta) al que se 
llamó Custodio y en 1976 llegó una hembra proveniente del río Humea a la que se llamó Dabeiba, 
ambos con una edad aproximada de tres años (Lugo, 1995). En 1979 se establecieron las parejas 
reproductivas Lizeth-Custodio y Dabeiba-Polo, y aunque la primera postura se dio en el año 1986, 
solo hasta 1991 se obtuvieron las primeras crías pues se construyó un cuarto con la humedad y 
temperaturas controladas. Posteriormente, Polo murió y actualmente las parejas reproductoras más 
importantes son Lizeth-Custodio y Dabeiba-Juancho. En la EBTRF se han obtenido nacimientos en 
los años 1991, 1992, 1993 y 1994, y en los años 1995 y 1996 llegaron algunos individuos 
decomisados por el antiguo INDERENA.  Hasta el año 2004 no se habían llevado a cabo cruces F2 
por problemas logísticos y la carencia de acondicionamiento de los animales para entrar en 
actividad reproductiva.  
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1.2 Microsatélites 
 
Los microsatélites son secuencias de 2-6 nucleótidos repetidas en tándem; también se conocen 
como repeticiones cortas en tándem (STRs) ó repeticiones de secuencia simple (SSRs). Se 
encuentran ampliamente distribuídos en el genoma, aunque su distribución dentro de los 
cromosomas no es uniforme ya que se encuentran en menos abundancia en las regiones 
subteloméricas (Koreth et al., 1996). Pueden encontrarse tanto en las regiones codificantes como 
en las que no lo son (Toth et al., 2000) aunque en eucariotas se encuentran en exceso en las no 
codificantes (Metzgar et al., 2000). Las repeticiones de trinucleótidos y hexanucleótidos son más 
frecuentes en los exones, y las otras, en las regiones no codificadoras (Nikitina y Nazarenko, 
2004). En humanos, los microsatélites representan cerca del 3%, siendo los más comunes los di y 
tetranucleótidos (Nikitina y Nazarenko, 2004). 
 
De acuerdo a la estructura repetitiva, los microsatélites se clasifican en simples, que tienen una sola 
unidad repetitiva (repeticiones perfectas) y compuestos, con repeticiones de diferente composición 
(repeticiones imperfectas) (Urquhart et al., 1994).  
 
El DNA que rodea a un locus microsatélite se llama región flanqueante. Las secuencias de las 
regiones flanqueantes están conservadas generalmente entre los individuos de la misma especies y 
a veces de diferentes especies,  de tal forma que se pueden diseñar primers que se unan a esta 
región flanqueante y de esta forma poderse llevar a cabo la amplificación del locus por medio de la 
PCR (Selkoe y Toonen, 2006). 
 
1.2.1 Modelos mutacionales de  regiones microsatelitales  
 
A diferencia de las regiones flanqueantes, la principal característica de los microsatélites es la alta 
tasa mutacional (Selkoe y Toonen, 2006) que excede a la de las demás secuencias del genoma 
(Nikitina y Nazarenko, 2004). Para explicar el patrón de mutación, se han propuesto varios 
modelos. Uno es el modelo de alelos infinitos (IAM) desarrollado por Kimura y Crow (1964), el 
cual asume que cada  nueva mutación involucra varias unidades de repetición originándose 
siempre alelos que no se encuentran previamente en la población,  y que todas las mutaciones 
tienen la misma probabilidad de ocurrir (Nikitina y Nazarenko, 2004).  
 
El modelo de K-alelos (KAM) establece que hay K estados alélicos posibles; la mutación de un 
alelo dado ocurre con una probabilidad µ/(k-1) para cada uno de los otros k-1 alelos (Jarne y 
Lagoda, 1996). El IAM corresponde al KAM en el caso en el que K es infinito. Dadas las 
limitaciones de tamaño que parecen actuar en los loci microsatélite, el KAM parece ser más 
realístico que el IAM (Estoup y Cornuet, 1999)  
 
El modelo mutacional paso a paso (SMM) fué desarrollado por Ohta y Kimura (1973) inicialmente 
para proteínas. Este modelo indica que una mutación añade o disminuye con igual probabilidad µ 
una unidad de repetición y de esta manera los alelos pueden mutar posiblemente a alelos ya 
presentes en la población. Asume que no hay un límite para el tamaño alélico y que existe 
independencia en la tasa y tamaño de las mutaciones con respecto al número de repeticiones. Las 
frecuencias alélicas de este modelo siguen una distribución en forma de Gaussiana (Ellegren 
2004). Este modelo se acopla bien con el mecanismo de resbalón de la polimerasa que ocasiona las 
mutaciones. Debido a que no se han encontrado alelos muy largos (más de 50 repeticiones), esto se 
considera una evidencia que no concuerda con el modelo SMM (Nikitina y Nazarenko, 2004); el 
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consenso es que la frecuencia de las mutaciones que no son SMM es baja, y que la mutación SMM 
es la fuerza dominante que crea alelos (Selkoe y Toonen, 2006). 
 
Otro modelo mutacional planteado es el de dos fases (TPM), también llamado modelo mutacional 
de múltiples pasos (MMM), que afirma que las mutaciones de una sola unidad de repetición 
predominan pero que  ocasionalmente el número puede ser mayor (Nikitina y Nazarenko, 2004): la 
mutación en una unidad de repetición ocurre con una probabilidad P, y en más de una unidad con 
una probabilidad 1-P (Jarne y Lagoda, 1996). 
 
Cabe resaltar que todos los modelos menos el IAM pueden generar homoplasia, y que esta depende 
de la tasa mutacional del locus y del tiempo de divergencia entre las poblaciones. Intuitivamente, la 
presencia de homoplasia se incrementará con la tasa mutacional y el tiempo de divergencia (Estoup 
y Cornuet, 1999). Además, bajo los modelos de IAM y K alelos los alelos difieren igualmente unos 
con respecto a otros, mientras que bajo el SMM los alelos de tamaños similares son más similares 
en términos de pasos mutacionales que los alelos con tamaños muy diferentes entre los cuales han 
ocurrido varios pasos mutacionales (Jarne y Lagoda, 1996) 
 
1.2.2 Mecanismo Mutacional de los microsatélites 
 
La característica que hace a los microsatélites útiles para los estudios genéticos es su inestabilidad, 
siendo la tasa mutacional de estos superior a la de otros loci. Aunque en una secuencia 
microsatélite pueden ocurrir diferentes tipos de mutación como transiciones/transversiones o 
inserciones/deleciones de un solo nucleótido, estas ocurren en una baja frecuencia (Nikitina y 
Nazarenko, 2004), por lo que la alta tasa mutacional se da por otro tipo particular de mutación: 
cambios en la longitud del microsatélite (Eisen, 1999).  
 
Existen dos modelos para explicar la inestabilidad de los microsatélites. Uno de ellos propone que 
se debe a una elevada tasa de crossing over desigual, es decir a la recombinación entre dos 
cromosomas homólogos  mal alineados dentro de la secuencia de los microsatélites, lo que da 
origen a una deleción en una molécula de DNA y a una inserción en la otra (Hancock, 1999). Esta 
elevada tasa de crossing over desigual se debe a que la presencia de repeticiones aumenta la 
probabilidad del emparejamiento erróneo entre los cromosomas homólogos (Eisen, 1999).  El otro 
modelo propone que la inestabilidad es producida por una tasa elevada de mal emparejamiento de 
las hebras durante la replicación: la DNA polimerasa se resbala durante la duplicación y ocasiona 
que la hebra molde y la naciente se separen temporalmente; para que la replicación pueda 
continuar, las hebras deben realinearse pero puede haber un mal realineamiento por la presencia de 
secuencias repetitivas, ocasionando que al terminar el proceso de duplicación, la hebra naciente sea 
más corta o más larga que la hebra molde (Hancock, 1999).  
 
En general, los errores causados por el resbalón de la polimerasa son más frecuentes en las 
regiones del genoma en las que se encuentran los microsatélites; sin embargo, la tasa y el tipo de 
estos errores no son iguales para todos los microsatélites, ya que influye la especie, el tipo de 
repetición, la tasa de resbalón en el locus, la eficiencia en el sistema de reparación y hasta el alelo 
(Nikitina y Nazarenko, 2004). Por ejemplo, en un estudio hecho por Wierdl et al. (1997)  se 
encontró que la tasa de mutación aumenta con el número de repeticiones, y que los tipos de 
mutación difieren entre los microsatélites con diferente número de unidades repetitivas: los que 
tienen mayor número de repeticiones (son más largos) son más propensos a presentar deleciones 
que los que tienen un menor número. Además, las mutaciones que resultan en cambios de longitud 
de una sola repetición, ya sea de adición o deleción, son diferentes entre los microsatélites cortos y 
largos: en los largos, se dan principalmente adiciones mientras que en los cortos se dan 
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aproximadamente igual número de adiciones y deleciones, aunque en general los microsatélites 
más largos tienen una tendencia a volverse cortos mientras que los cortos a volverse largos. 
Además, Chakraborty et al. (1997) demostraron que los loci microsatélite de humanos que no están 
relacionados con enfermedades se caracterizan por una relación inversa de la tasa mutacional con 
el tamaño de la unidad repetitiva: los dinucleótidos tienen una mayor tasa mutacional, seguidos por 
los trinucleótidos y los tetranucleótidos, en los cuales la tasa mutacional es 1,5-2 veces menor que 
la de los dinucleótidos. Adicionalmente, se ha visto que para un tamaño dado de unidad repetitiva, 
el nivel de polimorfismo del microsatélite parece depender también de la composición de la unidad 
de repetición (Estoup y Cornuet, 1999).  
 
El número de repeticiones también influencia la estabilidad del microsatélite. En un estudio, Weber 
y Wong (1993)  encontraron que el polimorfismo de microsatélites con la repetición (CA)n era 
mayor al aumentar el número promedio de repeticiones. Los microsatélites humanos (AAT)n 
también muestran una tendencia de mayor polimorfismo es el locus con más número de 
repeticiones (Gastier et al., 1995). Así, parece que los loci microsatélite con alto número de 
repeticiones parecen estar asociados con altas tasas mutacionales, probablemente porque la 
oportunidad para una configuración mal alineada que sea estable es mayor para tractos de 
repeticiones largas (Estoup y Cornuet, 1999).  
 
Otro factor es la pureza del tracto, es decir, si el tracto contiene diferentes tipos de repetición 
(repetición compuesta) y/o bases insertadas (repetición interrumpida) y/o uno de los motivos ha 
mutado (microsatélite imperfecto), se ha encontrado que las bases que interrumpen al microsatélite  
parecen estabilizarlo reduciendo la posibilidad de un mal alineamiento y dando como resultado 
bajos niveles de polimorfismo en comparación con los microsatélites no interrumpidos y que 
tienen un número similar de repeticiones (Estoup y Cornuet, 1999). Este fenómeno explica en parte 
las diferencias en polimorfismo entre  loci así como las diferencias en polimorfismo en el  mismo 
locus entre especies o entre poblaciones dentro de especies (Estoup y Cornuet, 1999). 
 
1.2.3 Función Biológica de los microsatélites 
 
Aunque los microsatélites se consideran marcadores neutrales selectivamente, presentan funciones 
relevantes: contribuyen a la estructura del ADN, a la organización de la cromatina, regulación de la 
recombinación, transcripción y traducción,  a la expresión génica y a la dinámica del ciclo celular 
(Chistiakov et al., 2006). Pueden encontrarse en regiones codificadoras donde actúan como 
elementos reguladores de la transcripción, y se ha encontrado que cambios en el número de 
repeticiones pueden causar una variación cuantitativa en la funcionalidad proteica y actividad 
génica, afectando incluso la fisiología y el desarrollo del organismo (Kashi y Soller, 1999). Existen 
varios reportes del impacto del número de repeticiones microsatélites localizadas en regiones 
codificadoras y no codificadoras en la expresión génica como es el caso de  Meloni et al. (1998) 
quienes demostraron que el tetranucleótido TCAT localizado en el primer intrón del gen de la 
tirosina hidroxilasa (TH), puede regular su transcripción como un enhancer. También se ha 
encontrado que al incidir en la organización espacial de la cromatina y causar cambios en la 
topología de las regiones adyacentes, inciden en la unión de proteínas reguladoras de la 
transcripción, modulando de esta forma la unión del complejo de la RNA polimerasa y los factores 
de transcripción (Rich et al., 1984).   
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1.2.4 Ventajas de los microsatélites 
 
Los microsatélites presentan una serie de características que son el  fundamento de su exitosa 
aplicación en varios campos como las ciencias forenses, la epidemiología molecular, la 
parasitología y la genética de la conservación y de poblaciones (Chistiakov et al., 2006): son 
altamente polimórficos, debido al número diferente de unidades de repetición; tienen una herencia 
codominante, lo que facilita que cada uno de los dos alelos en un locus de un individuo puedan 
identificarse, y por consiguiente puedan analizarse como alelos con frecuencias (Sunnucks, 2000); 
son abundantes en el genoma de organismos superiores, lo que los hace accesibles (Landweber y 
Dobson, 1999); además, tienen un tamaño relativamente pequeño y pueden ser fácilmente 
amplificados por PCR (Chistiakov et al., 2006).  
 
1.2.5 Desventajas del Uso de los Microsatélites 
 
Aunque en general los microsatélites son abundantes en organismos superiores (Landweber y 
Dobson, 1999), existen grupos de organismos para los cuales es difícil su obtención como por 
ejemplo para algunas plantas, varios grupos de invertebrados como lepidópteros, dípteros y 
gastrópodos y ciertas aves (Beaumont y Bruford, 1999). 
 
Además, pueden existir algunos problemas con la PCR en sí. Primero, la no amplificación de 
ciertos alelos debido a substituciones, inserciones o deleciones dentro de los sitios de unión de los 
primers puede llevar a la aparición de alelos nulos. Segundo, pueden presentarse productos del 
resbalón de la Taq polimerasa especialmente en los loci mono o dinucleótidos, lo que lleva a una 
incorrecta genotipificación y tercero, la tendecia de la Taq a adicionar dATP a los productos de 
PCR puede causar cambios de una única base y con ello problemas en la determinación del tamaño 
de los alelos (Beaumont y Bruford, 1999). También puede ocurrir la no amplificación estocástica 
de uno o dos alelos, la presencia de amplificaciones inespecíficas y puede verse afectada por 
contaminaciones. Todo esto hace difícil la comparación de datos entre diferentes laboratorios 
(Beaumont y Bruford, 1999). 
 
Otra desventaja que limita el uso de los microsatélites es el desarrollo de primers para cada 
especie; en su defecto pueden utilizarse primers de especies estrechamente relacionadas (Frankham  
et al., 2002). La amplificación cruzada brinda la posibilidad de usar los microsatélites para estudios 
genético-poblacionales, análisis de parentesco y otras aplicaciones sin tener que invertir en el 
aislamiento de microsatélites polimórficos (Selkoe y Toonen, 2006), lo cual suele ser costoso en 
términos de dinero y tiempo (Squirrell et al., 2003).  Sin embargo,  las restricciones en la utilidad 
de los primers para amplificar loci homólogos en taxones divergentes son evidentes (Chistiakov et 
al., 2006) debido principalmente a la presencia de sustituciones nucleotídicas, inserciones o 
deleciones que ocurren en las regiones flanqueantes; esto impide la unión del primer y lleva a la 
aparición de alelos nulos que son la causa principal de las fallas en los experimentos de 
amplificación cruzada (Chambers y MaCavoy, 2000). Además, hay que tener en cuenta que 
cuando se realizan amplificaciones heterólogas el porcentaje de loci amplificados puede disminuir 
cuando aumenta el tiempo de separación de las especies (Jarne y Lagoda, 1996). 
 
1.2.6 Uso de los microsatélites en conservación 
 
La aplicación de los microsatélites en los estudios de genética de la conservación es relativamente 
reciente.  Las áreas en donde más se usan estos marcadores son estudios de hibridización, historia 
demográfica, detección de cuellos de botella y endogamia, y en la evaluación del impacto del 
comportamiento reproductivo, la estructura social y la dispersión en la estructura genética de las 
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poblaciones amenazadas. La principal razón por la cual  los microsatélites son ampliamente usados 
en estudios de especies amenazadas es porque ofrecen ventajas apropiadas en conservación: 
primero, en muchas especies son relativamente fáciles de obtener, ya sea del aislamiento de 
marcadores específicos de la especie lo que implica construir una librería de DNA genómico, o 
usando marcadores aislados para especies relacionadas (Beaumont y Bruford, 1999). Segundo, se 
pueden amplificar por PCR, lo que permite el uso de material recolectado por métodos no 
invasivos (Beaumont y Bruford, 1999).   
 
Para las especies en peligro, los microsatélites representan los marcadores de elección para el 
análisis de variabilidad genética (Frankham  et al., 2002) y de determinación de parentesco entre 
individuos de ancestro desconocido cuando hay ausencia de información en el pedigrí, ya que  
brindan resultados genotípicos que permiten una estimación razonablemente precisa del parentesco 
entre individuos (Russello y Amato, 2004). Esto es útil para el diseño de cruces benéficos y 
minimización de la pérdida de diversidad genética y la endogamia (Chistiakov et al., 2006).  
 
1.3 Genética de la conservación  
 
Muchas especies vegetales y animales alrededor del mundo están amenazadas o en peligro de 
extinción principalmente como resultado de las actividades humanas. El desarrollo de tierras  para 
vivienda, agricultura, ganadería etc. resulta en la destrucción de hábitats, su deterioro y 
fragmentación;  la sobreexplotación de recursos, las introducciones de especies exóticas que son 
competidores o depredadores que afectan a las poblaciones locales y la contaminación son los 
factores primarios que han incidido en los aspectos ecológicos y genéticos que contribuyen al 
riesgo de extinción (Landweber y Dobson, 1999). Los factores genéticos   pueden interactuar con 
fluctuaciones demográficas (tasa de natalidad, mortalidad y proporción de sexos) y ambientales en 
precipitar las especies hacia la extinción (Frankham et al., 2002) por lo que un programa de 
recuperación pueden no ser exitoso si se ignoran los factores genéticos (Frankham, 2003) 
 
El principal objetivo de un manejo genético de una población en vía de extinción es minimizar la 
endogamia, la cual  reduce la fecundidad y sobrevivencia  incrementando el riesgo de extinción; y 
evitar la pérdida de diversidad genética, que es crucial para la habilidad de las poblaciones para 
evolucionar y hacer frente a los cambios ambientales (Frankham, 2003). 
 
De esta forma, la genética es necesaria en la conservación en aspectos como: 
 
 Identificación de las poblaciones de interés: los marcadores genéticos pueden identificar 
poblaciones en las que existan aspectos genéticos que afecten la supervivencia a largo plazo 
(Frankham  et al,. 2002) 
 Resolución de estructuras poblacionales: la información correspondiente a la presencia de 
estructura y al grado de flujo genético entre poblaciones es crítica para determinar la 
posibilidad de adaptaciones locales, y la necesidad de traslocación de individuos para prevenir 
endogamia y pérdida de diversidad genética (Frankham  et al., 2002) 
 Resolución de unidades de manejo dentro de especies: las poblaciones de una especie pueden 
estar tan diferenciadas que merecen tratamiento como unidades separadas, ya que por ejemplo 
están adaptadas a diferentes ambientes y sus híbridos pueden presentar alguna desventaja e 
incluso mostrar cierto aislamiento reproductivo parcial; así se evita la depresión por exogamia 
(Frankham  et al., 2002). 
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 Selección de la mejor población para repoblamiento: las poblaciones con una mayor 
variabilidad genética son preferidas como fuentes de traslocaciones y re-introducciones: la 
presencia de una mayor variabilidad permite a la población adaptarse al nuevo ambiente de 
repoblamiento o traslocación (Lacy, 1988). 
 
1.3.1 Genética de las poblaciones en cautiverio 
 
Muchas especies son incapaces de sobrevivir en sus hábitats naturales debido principalmente a los 
impactos humanos. Por eso, los programas de cría en cautiverio son una opción para conservar 
especies o poblaciones que son incapaces de sobrevivir en sus hábitats naturales, de tal forma que 
dichos programas actúan como un seguro contra la extinción en el medio silvestre (Frankham  et 
al., 2002). Sin embargo cuando se funda una población en cautiverio hay un cuello de botella 
asociado y una pérdida de diversidad genética; además si la población es pequeña puede darse 
depresión por endogamia que incrementa el riego de extinción y una pérdida de diversidad 
genética por el efecto de la deriva actuando en poblaciones pequeñas (Ruokonen et al., 2007); si la 
población es grande, puede presentarse adaptación al cautiverio ya que las fuerzas de la selección 
natural cambian: se controlan los predadores, la mayoría de enfermedades y las pestes, no hay 
competencia con otras especies y la competencia por encontrar pareja es menor. Tanto la depresión 
endogámica como la pérdida de diversidad genética y la adaptación genética se espera que se 
presenten en poblaciones cerradas en cautiverio  (Frankham  et al., 2002).  
 
Probablemente la contribución de la genética, al manejo de las poblaciones en cautiverio, es el 
diseño de cruces que minimicen la endogamia y la pérdida de diversidad genética (Frankham  et 
al., 2002). El procedimiento más utilizado es el cruce de individuos con la menor relación de 
parentesco en la población con lo que se evita la endogamia y se mantiene la variación genética 
(Frankham et al., 2002). Por ello, en poblaciones pequeñas o en cautiverio donde la contribución 
de cada individuo a la diversidad futura es crítica, es esencial el conocimiento del parentesco 
(Haig, 1998). 
 
Además del diseño de cruces de individuos no emparentados, es importante que todas las parejas 
aporten en la misma medida a la siguiente generación (Frankham et al., 2002), lo que ocasiona que 
haya una mínima distorsión de las frecuencias alélicas y se maximiza la proporción de la 
diversidad genética que se pasa a la siguiente generación. La igualdad en el tamaño de las familias 
permite que la representación de los alelos presentes en la generación de parentales sea igual en su 
descendencia (Frankham et al., 2002), lo que permite disminuir  los efectos de la selección en 
cautiverio ya que potencialmente no hay diferencias en el éxito reproductivo (Allendorf, 1993). 
 
1.4 Diversidad genética 
 
La diversidad genética se define como la variedad de alelos y genotipos presentes en el grupo bajo 
estudio (Frankham et al., 2002). La cantidad y tipo de diversidad genética en una población se ve 
afectada por varios factores, como la selección, la endogamia, la deriva genética, el flujo génico y 
la mutación. Estos factores pueden tener efectos particulares: por ejemplo, la deriva genética y la 
endogamia reducen la cantidad de variación mientras que la mutación la aumenta. La selección y el 
flujo génico, pueden aumentar o reducir la variación, dependiendo de la situación en particular 
(Hedrick, 2005).  
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La variabilidad genética en una población releja su potencial evolutivo: una población con 
diversidad genética puede responder a los cambios medio ambientales (Frankham et al., 2002). De 
esta forma, la diversidad genética es crucial para la sobrevivencia a largo plazo de las especies en 
peligro (Hedrick, 2001) ya que se requiere para que las poblaciones puedan adaptarse a los 
cambios en su medio. La pérdida de la diversidad genética se relaciona directamente con el nivel 
de endogamia y la endogamia lleva a la reducción del fitness reproductivo (Frankham et al., 2002). 
En poblaciones cerradas y pequeñas, como lo son las poblaciones en cautiverio, la pérdida de 
diversidad genética depende del número de generaciones (Frankham  et al., 2002) 
 
Existen diferentes formas de medir la variabilidad genética,  como los son el polimorfismo, la 
heterocigosidad y la diversidad alélica. 
 
1.4.1 Diversidad Génica de Nei (1987) o heterocigosidad esperada 
 
Es la heterocigosidad esperada bajo equilibrio de Hardy-Weinberg para una población en un locus 
en particular con n alelos, la cual puede calcularse como:  
 
        
  
                                                            (1-1) 
 
Lo que es 1 menos la homocigosidad bajo equilibrio de Hardy-Weinberg (Hedrick, 2005). 
 
1.4.2 Proporción de loci polimórficos (P) 
 
Un polimorfismo genético es la “ocurrencia en la misma población de dos o más alelos en un 
locus, cada uno con frecuencia apreciable” (Cavalli-Sforza y Bodmer, 1971). La frecuencia 
apreciable se puede establecer con la decisión arbitraria de un límite para la frecuencia del alelo 
más común, por ejemplo, que la frecuencia del alelo más común sea menor de 0.99 ó 0.95. Una vez 
establecido este parámetro para decidir si un locus es polimórfico o no,  la proporción de loci 
polimórficos que se encuentran en una población  se estima con el total de loci examinados:  
 
   
 
 
                                                                   (1-2) 
 
Donde x es el número de loci polimórficos en una muestra de m loci (Hedrick, 2005) 
 
1.4.3 Riqueza alélica ó diversidad alélica (A) 
 
 Es un conteo del número de alelos observados en un locus en una población. También se puede 
definir como el número de alelos detectados en todos los loci dividido por el número de loci 
analizados: 
 
  
 
 
                                                                   (1-3)                                                                                       
 
Donde n es el número de alelos detectado en todos los loci y L el número de loci analizados.  
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1.4.4 Heterocigosidad observada y Esperada: Equilibrio de Hardy-
Weinberg 
 
El principio de Hardy-Weinberg establece que después de una generación de apareamiento al azar, 
las frecuencias genotípicas de un locus pueden representarse por una función de frecuencias 
alélicas. Específicamente, este principio permite considerar solo las frecuencias de los n alelos de 
un locus para describir a la población, en vez de las frecuencias de los          diferentes 
genotipos formados por los n alelos. Además, en la ausencia de factores que cambien las 
frecuencias alélicas (selección, deriva genética, flujo génico y mutación) y con apareamiento al 
azar, las proporciones genotípicas bajo equilibrio de Hardy-Weinberg no cambiarán en el tiempo.  
 
En un sistema de dos alelos,  se tienen los alelos A1 y A2 para el locus autosomal A, con frecuencias 
p y q (p + q=1) respectivamente. Considerando organismos diploides, hay tres posibles genotipos 
en la población: A1A1, A1 A2 y A2A2, que están presentes en las frecuencias P, H, y Q 
respectivamente (P + H + Q =1); ya que todos los alelos en los homocigotos son A1 ó A2 
respectivamente y la mitad de los alelos en los heterocigotos son A1 y la otra mitad A2, las 
frecuencias alélicas para los alelos p y q en términos de las frecuencias genotípicas son:  
 
                                                                   (1-4) 
         
 
Después de una generación de apareamiento al azar, las frecuencias genotípicas están en las 
proporciones p
2
, 2pq, q
2
. Estas frecuencias genotípicas se mantendrán generación tras generación 
de apareamiento aleatorio. 
 
Las proporciones genotípicas pueden desviarse de las esperadas bajo equilibrio de Hardy-
Weinberg por varias razones, como selección, endogamia y flujo génico; cantidades pequeñas de 
alguno de estos factores solo modifican ligeramente las proporciones bajo equilibrio de Hardy-
Weinberg. Si las proporciones genotípicas  se ven perturbadas sin cambio en las frecuencias 
alélicas, estas retornan a las proporciones de equilibrio de Hardy-Weinberg tras una generación de 
apareamiento al azar. Por otro lado, si las frecuencias alélicas cambian, entonces los genotipos 
estarán en nuevas proporciones de equilibrio de Hardy-Weinberg determinadas por las nuevas 
frecuencias alélicas.  
 
En el caso de alelos múltiples, la frecuencia de un alelo es igual a la suma de la frecuencia de su 
homocigoto más la mitad de la frecuencia de cada heterocigoto que contenga ese alelo. Así, la 
frecuencia del alelo A1, p1 es: 
 
        
 
 
    
 
                                                       (1-5) 
 
Donde j≠i y n es el número de alelos en el locus A. 
 
Las frecuencias genotípicas son   
  para los homocigotos y        para los heterocigotos. Cuando 
las proporciones están bajo EHW, la frecuencia de todos los heterocigotos esperados combinados 
puede escribirse como uno menos la proporción esperada de homocigotos: 
 
        
  
                                                          (1-6) 
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1.5 Endogamia  
 
La endogamia, es decir el apareamiento entre individuos relacionados, aumenta la probabilidad de 
que los descendientes presenten el mismo alelo para un locus dado (Landweber y Dobson, 1999), 
es decir aumenta la proporción de homocigotos que tienen una mayor probabilidad de exponer 
alelos deletéreos (Frankham et al., 2002). La endogamia es importante en la biología de la 
conservación ya que lleva a la reducción de la heterocigosidad, a la depresión por endogamia 
(reducción en la reproducción y sobrevivencia) y con ello a un aumento en el riesgo de extinción. 
La endogamia y la depresión por endogamia son inevitables en las poblaciones en cautiverio  
debido principalmente a que estas son generalmente pequeñas y se han formado a partir de unos 
pocos fundadores, lo que facilita los cruces entre individuos emparentados a medida que aumenta 
el número de generaciones (Frankham et al., 2002). 
 
La endogamia por sí sola no causa un cambio en las frecuencias alélicas, pero sí una 
reorganización de los alelos en los genotipos (Hedrick, 2005). En una población con endogamia, la 
frecuencia de los homocigotos aumenta y la de los heterocigotos disminuye con respecto a las 
proporciones del equilibrio de Hardy-Weinberg.  
 
Los cambios en las frecuencias genotípicas por la endogamia afectan a todo el genoma; la deriva 
genética y el flujo también influencian a todos los loci, mientras que la selección y la mutación a 
locus individuales. Además, el efecto en las frecuencias genotípicas puede ser efímero si el sistema 
de apareamiento cambia (Hedrick, 2005).  
 
1.5.1 Coeficiente de endogamia (f) 
 
Es la probabilidad de que dos alelos homólogos en un individuo sean idénticos por descendencia 
(IBD), es decir, que  se deriven de un alelo particular con un ancestro común. Por ejemplo, para 
formar un individuo diploide se toman dos alelos al azar del pool de alelos disponible. Después de 
que se toma el primer alelo, hay una probabilidad f de que el segundo alelo tomado sea igual al 
primero. Si la probabilidad de que el primer alelo sea A1 es p y la probabilidad de que el segundo 
alelo sea A1 es f, entonces la probabilidad de tener dos alelos A1 que son IBD es pf. Sin embargo, 
hay también una probabilidad de que ambos alelos sean A1 pero no IBD, sino idénticos en estado, 
es decir que son iguales pero no descienden (al menos en un pasado reciente) del mismo alelo 
ancestral. La probabilidad de identidad en estado es        , donde p2 es la probabilidad de 
tomar dos alelos A1 consecutivos y        es la probabilidad de que el segundo alelo no sea IBD 
con el primero. De esta forma, la frecuencia del genotipo A1A1 es: 
 
             
                                                                      (1-7) 
 
Una fórmula general para la proporción de los tres genotipos cuando existe un nivel de endogamia 
f es:  
                                                                      (1-8) 
           
         
 
(Wright, 1931) donde el primer término es la proporción bajo equilibrio de Hardy-Weinberg y el 
segundo las desviaciones con respecto a este. El tamaño y el signo del coeficiente de endogamia 
reflejan la desviación de las proporciones de los genotipos bajo equilibrio de Hardy-Weinberg: 
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cuando f es cero, los genotipos están en las proporciones del equilibrio; y cuando f es positivo, hay 
deficiencia de heterocigotos. Ya que f es una probabilidad, tiene un rango de 0 a 1. Si f es 1, el 
máximo valor cuando hay endogamia, entonces solo existen homocigotos y las frecuencias 
genotípicas serán las mismas alélicas. 
 
La endogamia aumenta la probabilidad de que los descendientes presenten el mismo alelo para un 
locus dado (Landweber y Dobson, 1999), es decir aumenta la proporción de homocigotos que 
tienen una mayor probabilidad de exponer alelos deletéreos (Frankham et al., 2002).  
 
1.6 Estructura poblacional 
 
Dos poblaciones están estructuradas cuando existen diferencias en la variación genética que 
presentan, es decir, hay diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones (Hartl y Clark, 
1997). La diferenciación genética entre poblaciones puede ser el resultado de la selección natural 
favoreciendo diferentes genotipos en diferentes poblaciones, y también puede resultar de procesos 
al azar en la transmisión de los alelos de una generación a otra o por diferencias al azar en las 
frecuencias alélicas entre los fundadores iniciales de las poblaciones (Hartl y Clark, 1997).  
 
Al establecerse una población en cautiverio, la población silvestre se encuentra representada 
únicamente por el pool génico de los fundadores; esto, combinado con la deriva genética que se 
puede presentar dado que muchas poblaciones en cautiverio son pequeñas, puede crear una 
situación donde la población en cautiverio se diferencia rápidamente de la silvestre (Ruokonen et 
al., 2007) lo que tendría consecuencias perjudiciales en el momento de la repoblación.  
 
Existen dos formas de medir estructura poblacional. Una es mediante el estadístico Fst, el cual se 
basa en el modelo mutacional de alelos infinitos; y la otra es el estadístico Rst, que se basa en el 
modelo mutacional paso a paso y que se amolda más al modelo mutacional de los microsatélites.  
 
1.6.1 Fst 
 
La endogamia resultante de la fragmentación poblacional se puede usar para medir el grado de 
diferenciación que ha ocurrido entre los fragmentos poblacionales. La diferenciación entre 
fragmentos o subpoblaciones está directamente relacionada al coeficiente de endogamia dentro y 
entre poblaciones. Wright (1969) dividió la endogamia de los individuos en la población total FIT 
debida a: 
 
 La endogamia de los individuos respecto a su subpoblación o fragmento (FIS): es la 
probabilidad de que dos alelos en un individuo sean idénticos por descendencia; este es el 
coeficiente de endogamia mencionado anteriormente, f, promediado en todos los individuos 
para todos los fragmentos poblacionales. 
 
 La endogamia debida a la diferenciación entre subpoblaciones respecto a la población total 
(FST): es el índice de fijación, que es una medida de la diferenciación genética entre las 
poblaciones.  Es la probabilidad de que dos alelos tomados al azar de un fragmento poblacional 
ya sea del mismo individuo o de diferentes individuos, sean idénticos por descendencia.     
puede tener valores de 0 (no hay diferenciación entre las subpoblaciones) a 1 (fijación de 
diferentes alelos en las subpoblaciones). 
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FIS y FIT son medidas de la desviación con respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de las 
subpoblaciones y la población total, respetivamente, donde los valores positivos indican una 
deficiencia de heterocigotos y los valores negativos, un exceso de heterocigotos (Hedrick, 2005).  
 
Estos tres coeficientes  FST, FIT y FIS se inter-relacionan de tal forma que (Hedrick, 2005): 
 
                                                                (1-9) 
 
 
Para múltiples loci, Nei (1977) extendió este análisis en el que los coeficientes F promedio se 
pueden calcular como: 
 
     
     
  
                                                              (1-10) 
   
     
     
  
                                                              (1-11) 
 
     
     
  
                                                              (1-12) 
 
Donde    es la heterocigosidad observada promedio dentro de una subpoblación sobre todos los 
loci,    es la heterocigosidad esperada promedio y    es el promedio de la heterocigosidad 
esperada en la población total sobre todos los loci (Hedrick, 2005).  
 
 
1.6.2 RST (Slatkin, 1995) 
 
Se basa en el modelo mutacional paso a paso. Es equivalente a la fracción del total de la varianza 
en el tamaño de los alelos (en términos de número de repeticiones) que hay entre las poblaciones 
(Slatkin, 1995) y está dado por: 
 
    
    
  
                                                             (1-13) 
 
donde     es dos veces la varianza en el tamaño alélico en las d poblaciones y    es dos veces el 
promedio de la varianza en el tamaño alélico dentro de la población. 
 
1.7 Deriva genética 
 
La deriva genética es el cambio  al azar en la frecuencia alélicas que resulta del muestreo de 
gametos de generación en generación en una población finita. Si la población es pequeña, las 
frecuencias alélicas pueden sufrir grandes fluctuaciones en diferentes generaciones con un patrón 
aparentemente impredecible y puede resultar en la fijación o pérdida de un alelo (Hedrick, 2005), 
ocasionando una pérdida en la diversidad genética y diversificación de las poblaciones (Frankham 
et al., 2002).  
 
Cuando se tienen varias poblaciones con una frecuencia igual para un alelo, al cabo de un tiempo 
se espera que unas poblaciones fijen ese alelo, otras lo pierdan, y otras lo mantengan en diferentes 
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frecuencias. Si se mira la media de la frecuencia del alelo en estas réplicas poblacionales, esta tiene 
un valor muy cercano al de la frecuencia inicial del alelo; esto se da porque ocurre una 
compensación, en la que el aumento de la frecuencia alélica en unas réplicas se cancela por la 
reducción de la frecuencia alélica en otras.   Las réplicas individuales pueden finalmente fijar o 
perder el alelo, y la  proporción de poblaciones que se espera que lo fijen es igual a la frecuencia 
inicial de ese alelo. La probabilidad de perder un alelo depende de su frecuencia y del tamaño 
poblacional: en una única generación es mayor la probabilidad de perder un alelo en una población 
pequeña que en una grande, y mayor aún para alelos raros que para los comunes (Frankham et al., 
2002).  
 
Es importante resaltar que la deriva actúa esencialmente en la misma forma sobre todos los loci de 
una población (Hedrick, 2005). 
 
1.8 Cuello de botella 
 
En una población  en cautiverio, hay un cuello de botella asociado con su proceso de fundación 
(Frankham et al., 2002). Un cuello de botella es una disminución repentina del tamaño 
poblacional, que se puede dar en una o a lo largo de varias generaciones y en el cual  se pierden 
alelos, particularmente los raros, y las frecuencias alélicas cambian con respecto a las de la 
población origen. La proporción de la heterocigosidad inicial retenida después de una generación 
de cuello de botella es: 
 
  
  
   
 
  
                                                             (1-14) 
 
Una proporción 
 
  
 de la heterocigosidad original se pierde. Un cuello de botella de una generación 
tiene que ser muy severo antes de tener un impacto sustancial en la heterocigosidad; la pérdida de 
la diversidad genética se origina de reducciones sostenidas en el tamaño poblacional, en vez de una 
sola generación (Frankham et al., 2002).  
 
1.9 Reconstrucción de árboles 
 
El neighbor joining (NJ) es un método desarrollado por Saitou y Nei (1987) que se basa en el 
principio de evolución mínima, y es el más utilizado para la construcción de árboles de distancias 
(Salemi y Vandamme, 2003). Se ha convertido en el método de elección para muchos tipos de 
datos moleculares, debido parcialmente a que a diferencia del método UPGMA, puede incorporar 
diferentes tasas de evolución en diferentes linajes. De una manera similar al UPGMA, se elabora 
paso a paso, pero en cada paso se minimiza la suma de las longitudes de los brazos en el árbol 
total. Para empezar a elaborar un árbol NJ, primero se asume un árbol en forma de estrella en el 
que no se encuentra establecido ningún grupo; el primer paso es determinar la longitud total del 
árbol cuando todos los pares de taxa son potencialmente los vecinos más cercanos (Nei y Kumar, 
2000). Por ejemplo, cuando los taxa 1 y 2 son los vecinos más cercanos, la longitud total es: 
 
    
        
      
 
   
 
                                                       (1-15) 
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donde               y            
 
   
 
y N es el número de OTUs.  
 
Se calculan todos los Sij, se determina el de menor valor y se inserta un nuevo nodo A que conecta 
los taxa i y j más cercanos. Las longitudes de este nodo A a los  taxa i y j se calculan como:  
    
 
      
                 
y                                                                                                                                                   (1-16) 
    
 
      
                 
 
Entonces las distancias entre el nuevo nodo y los restantes k taxa se calcula como: 
 
    
 
 
                                                             (1-17) 
 
 
1.10 Parentesco 
 
El principal objetivo de un programa de reproducción en cautiverio es evitar la adaptación al 
cautiverio, la depresión por endogamia y  sobretodo, lograr la máxima retención de la variabilidad 
existente (Landweber y Dobson, 1999), ya que se prefieren las poblaciones con una mayor 
variabilidad genética como fuentes para las reintroducciones: la presencia de una mayor 
variabilidad permite a la población adaptarse al nuevo ambiente (Lacy, 1988). La mejor forma de 
lograr este objetivo es utilizar el método de minimización de parentesco, que envuelve la selección 
de individuos con el menor parentesco en la población para ser los parentales de la siguiente 
generación. El parentesco promedio de un individuo son los valores promedio de parentesco de ese 
individuo con cada individuo de la población, incluido él mismo. Sin embargo, este método 
requiere que se conozca el pedigrí de la población (Frankham et al., 2002), pero para el presente 
estudio no se tiene dicha información; por tal motivo, el uso de los microsatélites son una 
herramienta para inferir parentesco entre individuos de ancestro desconocido cuando hay ausencia 
de información en el pedigrí, ya que  brindan resultados genotípicos que permiten una estimación 
razonablemente precisa del parentesco entre individuos (Russello y Amato, 2004). 
 
Los métodos de análisis de parentesco pueden dividirse en dos clases. Una consiste en asignar  
pares de individuos a categorías de parentesco específicas como hermanos o primos; el poder para 
discriminar entre categorías de parentesco usando los test de likelihood depende del número y 
polimorfismo de los loci. Se pueden discriminar hermanos de individuos no relacionados con un 
alto poder usando entre 15-20 loci microsatelites no ligados, y padre-hijo de individuos no 
relacionados con 10 loci (Blouin, 2003).  
 
La otra clase de análisis de parentesco es la estimación de la relación genética (r), la cual es una 
medida la fracción del genoma que es idéntica por descendencia entre individuos. Esta es muy 
utilizada en una población en cautiverio, ya que se puede minimizar la endogamia al escoger las 
parejas reproductivas basándose en el r. Sin embargo, hay que tener en cuenta que todos los 
estimadores de relación genética tienen grandes varianzas debido a las diferencias en una 
20 
 
verdadera identidad por descendencia entre los loci y la opción de compartir alelos que sean 
idénticos por estado. Alrededor de 30 o 40 loci microsatélite se necesitan para obtener una 
confidencia moderada en la estimación del r entre una pareja (Blouin, 2003).  
 
1.10.1 Coeficiente de relación (r)  
 
El coeficiente de relación r,  es la fracción de alelos que dos individuos comparten idénticos por 
descendencia (IBD) (Blouin, 2003). Los estimadores de r son útiles ya que correlacionan  el IBD  
de todo el genoma entre individuos, y de esta forma son útiles ya que se puede minimizar la 
endogamia en poblaciones en cautiverio al escoger las parejas basándose en el r (Blouin, 2003).  
 
Para dos individuos diploides no consanguíneos, el coeficiente de relación es igual a dos veces el 
coeficiente de endogamia en la posible descendencia: 
 
                                                                   (1-18) 
 
Este coeficiente también se define como dos veces la probabilidad de que un gen tomado al azar de 
un individuo sea idéntico por descendencia del de otro individuo. Las categorías de parentesco de 
padres-hijos y hermanos completos son las de primer grado y tienen un coeficiente    =0,5 para 
hermanos; las categorías  abuelos-nietos, medios hermanos y tíos-sobrinos son las de segundo 
grado y tienen en promedio un         . Los individuos no relacionados tienen un coeficiente 
     , es decir que no comparten alelos. 
 
Otra aproximación para la determinación de la relación es el uso de los coeficientes de identidad 
por descendencia  k0,  k1 y k2 (Tabla 1-1, tomada de Hedrick, 2005), para un par de individuos, en 
donde k2 es la proporción de las veces que dos individuos comparten dos alelos IBD, k1 es la 
proporción de las veces que comparten 1 alelo IBD y k0 es la proporción de las veces que no 
comparten alelos IBD (Hedrick, 2005). El valor del coeficiente de relación r es entonces: 
 
  
  
 
                                                              (1-19) 
 
porque para k1 solo uno de los dos alelos se comparten y para k2 ambos alelos se comparten.  
 
Tabla 1- 1: Coeficientes de identidad por descendencia y coeficiente de relación (Tomado de 
Hedrick, 2005) 
Relación k0 k1 k2 r 
Gemelos Idénticos 0 0 1 1 
Padres-Hijos 0 1 0 0,5 
Hermanos Completos 0,25 0,5 0,25 0,5 
Medios Hermanos 0,5 0,5 0 0,25 
Primos Hermanos 0,75 0,25 0 0,125 
No relacionados 1 0 0 0 
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Se han propuesto varios estimadores de r, y su precisión y exactitud relativas depende de la 
distribución de frecuencias alélicas y la relación de parentesco verdadera. Uno de los estimadores 
es el de Queller y Goodnight (1989), el cual se define como:  
 
    
                          
           
                                             (1-20) 
 
 
Donde          Cuando x es un homocigoto;         cuando x es un heterocigoto;          
cuando el alelo a en x es el mismo que el alelo c en y; y          cuando a y c son diferentes. 
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2 Materiales y metodología 
 
2.1 Población ex situ de C. intermedius 
 
La población ex situ de C. intermedius se constituyó gracias al establecimiento de dos parejas de 
diverso origen y edades llevada a cabo por Medem en la década del 70 y por decomisos posteriores 
llevados a cabo por el antiguo INDERENA (Lugo, 1995). Actualmente, la población se encuentra 
conformada por individuos adultos y juveniles en diferentes estados de desarrollo (Tabla 2-1). En 
el presente estudio, no se tiene información para los adultos  sobre su origen del medio silvestre; de 
los individuos F1 que teniendo en cuenta la producción de nidadas entre los años 1991-1994 ya 
serían adultos, tampoco se tiene información sobre su número de identificación  y quienes serían 
sus posibles padres. En los juveniles, no se tiene información sobre sus parentales ni de la posible 
relación de hermanos/medios hermanos que tengan con los demás juveniles; se sabe que en los 
últimos años se han recogido individuos del medio silvestre, pero no se tiene información sobre 
cuáles individuos son.  
 
Tabla 2- 1: Población ex situ de C. intermedius 
 
Sexo 
 
Estadio Hembra Macho Indefinido Total 
Adulto 27 29 0 56 
Juvenil 29 31 152 212 
 
Para el presente estudio, se tomaron la totalidad de individuos disponibles en la población ex situ 
para su estudio genético, teniendo presente que ésta no representa un muestreo de las poblaciones 
silvestres.   
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2.2 Fase de campo 
 
2.2.1 Recolección de material biológico 
 
Los individuos fueron capturaron enlazándolos de la cintura pectoral, atando sus miembros 
anteriores y posteriores, cubriendo sus ojos y cerrando su hocico con bandas de caucho. Se escogió 
la escama lateral más pequeña localizada aproximadamente a 6 escamas de longitud y 4 de altura 
respecto a la cloaca debido a que en esta región no hay mucha irrigación y se ocasiona el mínimo 
daño a los individuos. La escama se limpió con etanol al 70% y se realizó una incisión dejando el 
músculo expuesto; con unas pinzas se tomó una muestra del músculo de un volumen aproximado 
de 0,5 cm
3
 y se depositó en viales estériles con etanol al 100%, cerrando y cubriendo con papel 
parafinado y almacenándolas a una temperatura de -20ºC hasta su llegada al laboratorio.  
 
2.3 Fase de laboratorio 
2.3.1 Extracción y Cuantificación de ADN 
 
La extracción de DNA genómico se realizó utilizando el kit Wizard Genomics de PROMEGA ®, 
según el protocolo para tejido de cola de ratón (Anexo  A). 
 
La cuantificación del DNA obtenido con el anterior protocolo se realizó en gel de agarosa al 0,8%, 
utilizando como frente de corrida azul de bromofenol y bromuro de etidio para la visualización del 
DNA, en una cámara de electroforesis horizontal a 70 V durante 30 minutos. Como patrón de 
comparación para la cuantificación, se utilizó una solución de DNA de fago λ de concentración 
conocida, y las bandas se observaron en el Transilumidor UV de Hitachi mediante el programa 
GeneSnap 6.7.4.0 (Hitachi Genetic Systems®). 
 
2.3.2 Verificación de la calidad del DNA 
 
Para comprobar que el ADN obtenido era de buena calidad para realizar el proceso de 
amplificación, se realizó una digestión con las enzimas de restricción ECORI y AluI. La reacción 
se llevó a cabo con 10U de la enzima de restricción,  250ng de ADN extraído, 2µL de buffer 10x, 
1µL de BSA y el volumen de agua libre de nucleasas necesario para completar un volumen final de 
reacción de 20 µL; todo esto se dejó a una temperatura de 37°C durante 2 horas y posteriormente a 
72°C durante 15 minutos. La digestión se corrió en gel de agarosa a una concentración del 2% con 
Bromuro de Etidio durante media hora a 70V en una cámara de electroforesis horizontal, y se 
visualizó en un Transilumidor UV de Hitachi mediante el programa GeneSnap 6.7.4.0. (Hitachi 
Genetic Systems®). 
 
2.3.3 Amplificación  
 
En  Crocodylus intermedius no se han desarrollado microsatélites, razón por la cual en el presente 
trabajo  se decidió trabajar con microsatélites provenientes de otras especies del género 
Crocodylus. En un estudio realizado por Miles et al. (2008) en el que se probaron varios primers de 
microsatélites aislados de C. porosus en diferentes especies de cocodrilos, se encontró que  entre 
las especies de cocodrilianos verdaderos, entre ellos C. intermedius,  había un alto nivel de 
24 
 
amplificación cruzada, lo que permite el análisis de especies que carecen de marcadores 
moleculares propios. Estos resultados concuerdan con otros estudios, en los que se ha encontrado 
que los primers desarrollados para C. jhonsoni (FitzSimmons et al., 2000) amplifican también en 
C. moreletii (Dever y Densmore, 2000; Mcvay et al., 2008), C. porosus (Isberg et al., 2004) y por 
último C. rhombifer y C. acutus (Weaver et al., 2008).  Por esta razón, en el presente estudio se 
llevó a cabo la estandarización de la amplificación heteróloga de nueve loci microsatélite 
provenientes de la especie C. jhonsoni (FitzSimmons et al., 2000) y cuatro de la especie C. porosus  
(Miles et al., 2008) (Tabla 2-2), buscando obtener para cada uno de ellos las condiciones óptimas 
de temperatura de anillamiento y concentración de MgCl2 que permitieran su amplificación en C. 
intermedius.  
 
Tabla 2- 2: Secuencias 5´-3´ de los primers heterólogos empleados C. intermedius 
Locus Secuencia Primer 
Cj16 
F: CAT GCA GAT TGT TAT TCC TGA TG 
R: TGT CAT GGT GTC AAT TAA ACT C 
Cj18 
F: ATC CAA ATC CCA TGA ACC TGA GAG 
R: CCG AGT GCT TAC AAG AGG CTG G 
Cj20 
F: ACA ATG GGG ATC AGT GCA GAG 
R: GTT TCA AAT CCA CAG TCA TAT AGT CC 
Cj35 
F: GTT TAG AAG TCT CCA AGC CTC TCA G 
R: CTG GGG CAA GGA TTT AAC TCT C 
Cj109 
F: GTA TTG TCA ACC CCA CCG TGT C 
R: GTT TCC CCT CCA CAG ATT TAC TTG C 
Cj119 
F: GTT TGC TGT GGA ATG TTT CTA C 
R: CGC TAT ATG AAA CGG TGG CTG 
Cj127 
F: CCC ATA GTT TCC TGT TAC CTG 
R: GTT TCC CTC TCT GAC TTC AGT GTT G 
Cj128 
F: ATT GGG GCA GAT AAG TGG ACT C 
R: GTT TCT TGC TTC TCT TCC CTA CCT GG 
Cj131 
F: GTT TGT CTT CTT CCT CCT GTC CCT C 
R: AAA TGC TGA CTC CTA GCG ATG G 
CpP302 
GTT TGG AAC CCA AGA ACT TAC AAC 
TTG GGT TTA GTC AGC ACA TA 
CpP305 
GTT TGT AGC TGG AAC CTG ATA GTG 
GGT TAA CAC GTG GTA ACT ACA 
CpP314 
GTT TGA AAT GCC ACT AAT ACA CAC A 
CCA ATT CTT CAG GTC CTT AT 
CpP3216 
GTT TAT GCC TTT GCC TTT AG 
GAT TAA TTC ATT GGC TCT C 
 
Una vez establecidas las condiciones óptimas de amplificación para cada sistema (Tabla 2-3), se 
llevaron a cabo las reacciones de PCR con 0,25 U de GoTaq
®
 DNAPolimerasa (Promega), 2,5µL 
de 5x GoTaq
®
 Flexi Buffer (Promega), 1,25 µL de dNTPs  2mM (Promega), 0,21Mm ó 0,25 mM 
MgCl2 como concentración final (Tabla 4), 0,5 µL de cada primer 10 µM, 10ng de DNA y agua 
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libre de nucleasas para completar un volumen final de reacción de 11µL. Las condiciones de 
amplificación en el termociclador fueron como sigue: una etapa preliminar de desnaturalización a 
95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalización a 95°C por 40 segundos, 
anillamiento a la temperatura estandarizada para cada sistema (Tabla 3-3) por 40 segundos y 
extensión a 72°C por 30 segundos, finalizando con una temperatura de 72°C por 5 minutos. 
 
Tabla 2- 3: Temperatura óptima de anillamiento y concentración final de MgCl2 [µM] empleada 
para la amplificación heteróloga en C. intermedius 
Locus      Tm °C [MgCl2] 
Cj16 61 0,21 
Cj18 64 0,21 
Cj20 60 0,25 
Cj35 58 0,21 
Cj119 62 0,21 
Cj131 63 0,21 
CpP302 60 0,25 
CpP305 62 0,25 
CpP3216 56 0,25 
  
 
2.3.4 Genotipificación 
 
Los productos de las amplificaciones se observaron en geles de tipo denaturante con solución 
acrilamida: bisacrilamida 29:1 al 40% para una concentración final del gel de 8%, urea 27,6% y 
buffer de corrida TBE 1X. Las muestras fueron sembradas con el buffer de carga azul de 
bromofenol. Se realizó un precorrido a 300V durante 1 hora para homogenizar la temperatura del 
gel y al cabo de este tiempo se sembraron las muestras, realizando una corrida de 8 horas a 200V 
en una cámara de electroforesis Protean II de Biorad ®; en cada gel, se sembró una escalera de 
peso molecular de 300pb en escala de 10pb. Para la visualización de las bandas, se realizó tinción 
con nitrato de plata y la determinación de los genotipos así como de los pesos correspondientes a 
cada alelo se llevó a cabo con el programa GenTools (Hitachi Genetic Systems®). 
 
2.4 Análisis genético poblacional 
 
Debido a que existe una brecha generacional marcada entre los individuos que conforman la 
población ex situ de C. intermedius y a la necesidad de establecer si ha habido un cambio en la 
diversidad genética entre las diferentes generaciones, los individuos de la Estación Roberto Franco 
se dividieron en dos categorías: F0, correspondiente a los fundadores y constituida por los 
individuos adultos (n=53);  y F1, constituida por los juveniles. Esta última generación se dividió en 
dos grupos a partir de los resultados obtenidos con las pruebas de parentesco y a la presencia de 
nuevos alelos presentes en algunos juveniles: los nacidos en cautiverio a partir de los adultos 
(Juveniles RF, n=89) y los juveniles que se presume se recolectaron de nidadas en el medio 
silvestre (Juveniles NS, n=121).  La razón para separar a los juveniles en estos dos grupos se debe 
a la necesidad de establecer si en el manejo que hasta ahora se ha dado a la población ex situ a 
26 
 
partir de los adultos, se han dado cambios sustanciales en los parámetros de diversidad genética 
con respecto a los juveniles RF, que se consideran hijos de estos; también con el fin de establecer 
si entre los juveniles NS y juveniles RF, dado sus orígenes diferentes, se han dado cambios a nivel 
de diversidad y diferenciación. Por consiguiente,  los índices de diversidad genética se estimaron 
para adultos, juveniles RF y juveniles NS.    
 
2.4.1 Índices de diversidad 
 
2.4.1.1 Proporción de loci polimórficos (P) 
 
En este estudio, se consideraron loci monomórficos a los que el alelo de mayor frecuencia tuvo una 
frecuencia superior a 0,95. Teniendo en cuenta esto, la proporción de loci polimórficos se calculó 
con el programa GenAlex 6 (Peakall y Smouse, 2006) tanto para adultos como para juveniles RF y 
juveniles NS. 
 
2.4.1.2 Riqueza alélica (A) 
 
El número de alelos por locus y la riqueza alélica (número promedio de alelos) incluyendo a los 
loci monomórficos se calculó con el programa GenAlex 6 (Peakall y Smouse, 2006) en adultos y 
juveniles RF y NS. Adicionalmente, se llevó a cabo una comparación de la riqueza alélica entre 
estos grupos para determinar si existían diferencias significativas con el programa FSTAT 2.9.3 
(Goudet, 2001). 
 
2.4.1.3 Frecuencias alélicas por locus 
 
Las frecuencias alélicas por locus para los adultos y para cada grupo de los juveniles se calcularon 
con el programa GenAlex 6 (Peakall y Smouse, 2006). 
 
2.4.1.4 Heterocigosidad Esperada y Observada  
 
Las proporciones genotípicas observadas y esperadas para cada generación se calcularon con el 
programa GenAlex 6 (Peakall y Smouse, 2006).  Las diferencias significativas entre estas se 
evaluaron por medio del programa Genepop 1.2 (Raymond y Rousset, 1995) para cada uno de los 
loci y para todos ellos en su conjunto empleando el test exacto de probabilidad. El algoritmo 
empleado fué el cadenas de  Markov para estimar sin sesgo el valor P exacto del test con 1000 
como número de desmemorización, 100 el número de baches y 1000 el número de iteraciones por 
bache.  
 
Adicionalmente, con el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001) se determinó si existían diferencias 
significativas en las heterocigosidades esperadas y observadas  entre los adultos y juveniles RF y 
juveniles NS. 
 
2.4.2 Alelos Nulos 
 
Los alelos nulos son alelos que no amplifican debido a que presentan una mutación en el sitio de 
unión del primer, o que no amplifican porque se ha visto que el proceso de amplificación por PCR 
es más eficiente en alelos cortos (Selkoe y Toonen, 2006), lo que lleva a que individuos que son 
heterocigotos sean erróneamente genotipificados como homocigotos. Debido al uso de primers 
heterólogos provenientes de C. jhonsoni y C. porosus para su amplificación en C. intermedius, se 
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espera que se presenten alelos nulos, los cuales son la principal causa de las fallas en los 
experimentos de amplificación cruzada. Para determinar el efecto de los alelos nulos, en el 
presente estudio se consideraron los individuos que no amplificaron para cada uno de los locus 
como homocigotos para un alelo nulo, es decir que se consideró al alelo nulo como un alelo más; 
basándose en esto, se calcularon nuevamente las heterocigosidades observadas y esperadas, y estas 
se compararon con las obtenidas sin considerar al alelo nulo como un alelo. El cálculo de las 
nuevas heterocigosidades observadas y esperadas se realizó con el programa MSA 4.05 (Dieringer 
y Schlötterer, 2003). 
 
2.4.3 Estructura 
 
Debido a que en la población  ex situ de adultos no se tiene información acerca de la procedencia 
de estos, se quiso encontrar posibles grupos dentro de estos que pudieran reflejar diferentes 
orígenes silvestres. Para esto, primero se generó una topología Neighbor-Joining empleando como 
distancia la distancia genética cuerda de Nei et al. (1983) con el  programa MSA 4.05 (Dieringer y 
Schlötterer, 2003) la cual tiene como fórmula: 
 
      
         
   
                                          (2-1) 
 
Donde fa,i/a,j es la frecuencia del alelo en la población i/j y D es el número de loci.  
La razón para escoger esta distancia genética es que es independiente del modelo mutacional (Nei, 
1987) y por lo tanto tiene la mayor probabilidad de dar la topología  correcta (Takezaki y Nei, 
1996).  
 
El análisis de agrupamiento se llevó a cabo mediante el método Neighbor-Joining con el programa 
Phylip 3.69 (Felsenstein, 1989) y el árbol obtenido se visualizó con el programa Treeview 1.6.6 
(Page, 1996). Los grupos de individuos obtenidos se tomaron como grupos de individuos 
genéticamente relacionados y entre ellos se determinó si existía diferenciación. Adicionalmente, se 
empleó el programa Structure 2.3.3 (Pritchard et al., 2000) para visualizar gráficamente la 
presencia o no de grupos. 
 
Entre los dos grupos de juveniles (RF y NS), dadas las suposiciones hechas sobre sus orígenes 
diferentes, se quiso determinar si la población RF (cautiverio) presenta diferenciación con la NS 
(silvestres). La diferenciación entre los grupos de adultos y los de juveniles se realizó con los 
siguientes estadísticos 
 
  
2.4.3.1 Estadístico Fst 
 
El parámetro Fst (su estimador es θ) se calculó con la definición de Weir y Cockerham (1984) para 
todos los loci entre los dos grupos de juveniles con el programa Genepop 1.2 (Raymond y Rousset, 
1995). La estimación de este estadístico, al igual que para Fis, involucra los componentes de 
varianza a, b y c: 
 
  
 
     
                                                                (2-2) 
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2.4.3.2 Estadístico Rst  
 
El parámetro Rst se calculó para todos los loci con el programa Genepop 1.2 (Raymond y Rousset, 
1995) para los dos grupos de juveniles  por el método de Michalakis y Excoffier (1996). El cálculo 
se realiza con la fórmula: 
    
    
  
                                                          (2-3)  
 
Donde    es el promedio del cuadrado de las diferencias en tamaño entre todos los pares de alelos y 
   es el mismo promedio pero entre las subpoblaciones.  
 
2.4.4 Cuello de Botella 
  
Debido a que el proceso de fundación de la población ex situ de adultos de C. intermedius pudo 
simular un proceso de cuello de botella, se recurrió al programa Bottleneck 1.2.02 (Cornuet y 
Luikart, 1996) para estimarlo usando como modelo mutacional el de dos fases. El programa 
Bottleneck  calcula para cada locus la distribución de la diversidad génica esperada a partir del 
número observado de alelos dado el tamaño muestral bajo la suposición de equilibrio mutación-
deriva. Esta distribución se obtiene por la simulación del proceso de coalescencia de los genes bajo 
tres posibles modelos mutacionales, en IAM, el SMM y el TPM.  Esto permite el cálculo de la 
heterocigosidad promedio que se compara con la esperada bajo equilibrio de Hardy-Weinberg, 
para establecer si hay un exceso de diversidad génica o déficit en el locus.  
 
2.4.5 Parentesco 
 
Para la determinación del parentesco entre los individuos, se utilizaron dos aproximaciones: una 
general, llevada a cabo en adultos, juveniles RF y juveniles NS basada en la distribución del 
coeficiente r de Queller y Goodnigh (1989) entre pares de individuos, donde    =0,5 para 
hermanos o padres-hijos;          para medios hermanos y       para individuos no 
relacionados. Esta se llevó a cabo por medio del programa Identix 1.1.5 (Belkhir et al., 2002), el 
cual se define como:  
 
    
                          
           
                                            (2-4)    
 
 
 
 
Donde: 
         Cuando x es un homocigoto 
         Cuando x es un heterocigoto 
         Cuando el alelo a en x es el mismo que el alelo c en y.  
         Cuando a y c son diferentes 
 
Para determinar globalmente si los individuos de la muestra están genéticamente más relacionados 
que lo esperado, se realizó un test teniendo como hipótesis nula el no parentesco al comparar la 
distribución de los coeficientes r con la esperada bajo esta hipótesis nula. Esta distribución bajo la 
hipótesis nula se obtiene por un procedimiento de remuestreo de Montecarlo utilizando los 
genotipos porque se encontró desviación del equilibrio de Hardy-Weinberg; estos genotipos se 
seleccionan al azar y se asignan al azar a los N individuos para hacer un nuevo cálculo de r 
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(Belkhir et al., 2002). La hipótesis nula se rechaza con un nivel de significancia del 5% si el valor 
observado del estadístico se encuentra por encima del 95% del estadístico remuestreado. También 
se evaluó si las distribuciones difieren en su varianza, en cuyo caso indicaría que se tienen varios 
grupos independientes de individuos relacionados  (Belkhir et al., 2002). 
 
La otra aproximación utilizada es más específica, ya que consiste en la asignación de pares de 
individuos a una categoría de parentesco, para lo cual se empleó el programa Kinship 1.2 (Queller 
y Goodnight, 1989), en el cual se especifica una hipótesis sobre una categoría de parentesco 
usando dos variables, rp y rm, las cuales definen las probabilidades de que el par de individuos 
compartan una alelo por descendencia directa del padre y la madre respectivamente. Por ejemplo, 
si la hipótesis de relación de parentesco es que los individuos son hermanos, entonces tanto rp 
como rm serán 0,5. Dada la hipótesis, Kinship usa los valores r, las frecuencias alélicas y los 
genotipos de los dos individuos para calcular el likelihood de que esta combinación genotípica 
pueda deberse a la categoría de parentesco especificada. El likelihood se obtiene para dos 
hipótesis, una primaria y una nula y se reporta una proporción entre ellas (primaria/nula); una valor 
alto de la proporción favorece la hipótesis primaria y uno bajo la rechaza. Para determinar la 
proporción necesaria para rechazar la hipótesis nula, el programa hace una simulación en la que se 
generan pares de individuos usando las especificaciones de las hipótesis y las frecuencias alélicas 
(Queller y Goodnight, 1989). Entre los adultos y los juveniles se contrastaron las hipótesis 
primarias de madre-hijo y padre-hijo contra la hipótesis nula de no parentesco; cabe resaltar que al 
no tener información de cuáles individuos F1 ya son adultos, se asumió que todos los que se 
encuentren en ese estadio son posibles candidatos a parentales de los juveniles. 
 
Debido a que para varios juveniles RF no se pudieron excluir varios padres o madres candidatos, 
por medio del programa CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007) se utilizó una aproximación 
basada en el likelihood, el cual puede usarse para distinguir estadísticamente entre los parentales 
no excluidos. Para cada locus, el likelihood captura información adicional que no hace la 
exclusión: la frecuencia de los alelos de la descendencia que pueden venir del parental candidato y 
si el parental candidato es homocigoto o heterocigoto. De esta forma, CERVUS 3.0.3 usa esta 
información para identificar el parental  candidato que tiene mayor probabilidad de ser el parental 
verdadero del juvenil en cuestión. 
 
2.4.6 Establecimiento de cruces 
 
Para el establecimiento de los cruces adecuados entre pares de individuos adultos y pares de 
individuos juveniles, se utilizó el programa STORM 1.1 (Frasier, 2008) el cual establece los cruces 
adecuados entre pares de individuos con un coeficiente r=0, es decir que no comparten alelos, con 
el fin de aumentar la heterocigosidad y evitar los efectos de la endogamia. 
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3 Resultados  
3.1 Extracción, Cuantificación y Calidad del ADN 
 
En general, el protocolo de extracción fue exitoso ya que en la gran mayoría de las muestras se 
obtuvo una concentración de ADN superior a los 10ng/µL (Figura 3-1), que es la concentración 
mínima que se necesita para hacer amplificación y no se apreció degradación del ADN. Sin 
embargo, después de repetidos ensayos, en las muestras 138, 213 (machos adultos), 134 (hembra 
adulta), 379 y 381 (juveniles de sexo indefinido) no se pudo obtener ADN, razón por la cual estas 
muestras no fueron empleadas en el análisis genético. De esta forma, el total de individuos 
empleados para el análisis genético es 53 adultos (26 hembras y 27 machos) y 210 juveniles.  
 
También se comprobó que el ADN extraído es de buena calidad, es decir que no tiene proteínas 
que impidan su posterior amplificación, como se evidencia en la digestión realizada con la enzima 
AluI  la cual degradó completamente el ADN tanto de las muestras como en el patrón de 
comparación realizado con DNA de fago λ (Figura 3-2). Con la enzima EcoRI no se observó 
degradación ni con las muestras ni con el DNA del fago, lo que sugiere que hubo algún problema 
con la actividad de la enzima y no con la calidad del DNA (Figura 3-2); además otra razón que 
confirma la buena calidad del ADN es la posterior amplificación exitosa de las muestras.  
 
Figura 3- 1: Extracción de ADN a partir de escamas y músculo de C. intermedius con el protocolo 
del kit Wizard.  
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Figura 3- 2: Digestión de DNA extraído con las enzimas ECORI y AluI.  
 
3.2 Amplificación y proporción de loci polimórficos 
Para cada pareja de primers heterólogos, se realizaron diferentes ensayos para establecer las 
condiciones de temperatura y concentración de MgCl2 óptimas para  su amplificación en 
Crocodylus intermedius. Como resultado, se obtuvo que de los nueve sistemas microsatélite 
provenientes de las especies Crocodylus jhonsoni, no se pudieron establecer condiciones óptimas 
que permitieran su amplificación en C. intermedius para los sistemas Cj109, Cj127 y Cj128;  y de 
los cuatro sistemas provenientes de Crocodylus porosus, para el CpP314 tampoco se pudieron 
establecer condiciones óptimas de amplificación que permitieran la genotipificación. Para los 
demás sistemas, las temperaturas de anillamiento fueron altas, lo que permite deducir que las 
regiones flanqueadoras de estos sistemas están bastante conservadas en C. intermedius permitiendo 
la amplificación de estos loci heterólogos.  
 
De los nueve loci amplificados con éxito (seis de C. jhonsoni y tres de C. porosus), tanto en 
adultos como en juveniles de C. intermedius se encontró que tres son monomórficos (Cj35, Cj119 
y Cj131). Dentro de los juveniles, existen individuos recolectados del medio silvestre que no son 
descendientes de los adultos en cautiverio y para ellos también se encontró que los tres sistemas 
son monomórficos, lo que indica que estos alelos están fijos en la población silvestre. Los restantes 
seis sistemas son polimórficos (Cj16, Cj18, Cj20, CpP302, CpP305 y CpP3216), obteniéndose una 
proporción de loci polimórficos de 66,67%. 
3.3 Diversidad genética 
 
Para los cálculos de diversidad genética, se separaron los adultos y los juveniles para determinar si 
entre ellos se presentó un cambio en los parámetros de diversidad; adicionalmente, entre los 
juveniles se encontró un grupo que posiblemente no tiene su origen en los adultos y por lo tanto se 
llamó juveniles NS (Nidada Silvestre), para distinguirlo de los juveniles RF (Roberto Franco) que 
sí se habrían originado a partir de los adultos. Entre estos dos grupos también se compararon los 
parámetros de diversidad.  
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Como ya se mencionó anteriormente, de los nueve microsatélites heterólogos empleados en C. 
intermedius seis fueron polimórficos; sin embargo, el grado de polimorfismo fue diferente: los 
sistemas Cj20 y CpP3216 son los menos polimórficos con dos alelos cada uno (Tabla 3-1); los 
sistemas Cj18 y CpP305 presentaron un polimorfismo intermedio con 4 y 5 alelos respectivamente 
(Tabla 3-2); y por último, los sistemas Cj16 y CpP302 presentaron 16 y 15 alelos respectivamente 
(Tabla 3-3). 
 
En los dos sistemas más polimórficos, no todos los alelos se encontraron representados en los tres 
grupos (Tabla 3-3). Ciertos alelos son exclusivos de un grupo, como los son los alelos 138, 156 y 
158 del sistema Cj16 en los juveniles NS y el alelo 186 del mismo sistema para los adultos y los 
juveniles RF. En el sistema CpP3216, los alelos 194, 202, 204 y 206 son exclusivos de los 
juveniles NS; la presencia de estos alelos exclusivos corrobora el posible origen diferente para los 
juveniles NS (Tabla 3-3). También se puede apreciar que dos alelos del sistema Cj16, los alelos 
144 y 188, se encuentran en los adultos pero no en los juveniles RF, lo que estaría indicando que 
los adultos portadores de esta variabilidad no se reprodujeron o sus crías no sobrevivieron y por 
esto no se encuentran representados en esa generación.  
 
 
Tabla 3- 1: Loci menos polimórficos, tamaño en pares de bases (pb) de sus alelos y frecuencias 
alélicas correspondientes 
Locus 
Cj20 CpP3216 
Tamaño 
(pb) 
Frecuencia  
Tamaño 
(pb) 
Frecuencia  
Adultos  
Juveniles 
RF 
Juveniles 
NS 
Adultos  
Juveniles 
RF 
Juveniles 
NS 
180 0,676 0,725 0,738 120 0,735 0,669 0,674 
190 0,324 0,275 0,263 124 0,265 0,331 0,326 
 
Tabla 3- 2: Loci con un polimorfismo intermedio, tamaño en pares de bases (pb) de sus alelos y 
frecuencias alélicas correspondientes 
Locus 
Cj18 CpP305 
Tamaño 
(pb) 
Frecuencia  
Tamaño 
(pb) 
Frecuencia  
Adultos  
Juveniles 
RF 
Juveniles 
NS 
Adultos  
Juveniles 
RF 
Juveniles 
NS 
199 0,139 0,176 0,178 155 0,085 0,039 0,033 
201 0,306 0,347 0,376 167 0,057 0,096 0,229 
203 0,352 0,318 0,285 169 0,472 0,404 0,233 
205 0,204 0,159 0,161 171 0,217 0,242 0,292 
        173 0,17 0,219 0,213 
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Tabla 3- 3: Loci amplificados con el mayor polimorfismo, tamaño en pares de bases (pb) de sus 
alelos y frecuencias alélicas correspondientes. En negrilla se resaltan las frecuencias alélicas de 
cero, es decir de los alelos que no se encuentran presentes en el grupo. 
Locus 
Cj16 CpP302 
Tamaño 
(pb) 
Frecuencia  
Tamaño 
(pb) 
Frecuencia  
Adultos  
Juveniles 
RF 
Juveniles 
NS 
Adultos  
Juveniles 
RF 
Juveniles 
NS 
138 0,000 0,000 0,025 170 0,019 0,063 0,104 
140 0,029 0,075 0,063 172 0,324 0,273 0,083 
142 0,067 0,017 0,013 174 0,111 0,091 0,129 
144 0,01 0,000 0,004 176 0,102 0,085 0,088 
156 0,000 0,000 0,004 178 0,12 0,034 0,046 
158 0,000 0,000 0,108 180 0,028 0,017 0,013 
160 0,029 0,086 0,183 184 0,009 0,045 0,129 
162 0,346 0,276 0,163 186 0,241 0,205 0,138 
164 0,144 0,218 0,146 188 0,019 0,153 0,146 
166 0,115 0,069 0,121 190 0,009 0,006 0,021 
168 0,067 0,063 0,05 192 0,019 0,028 0,013 
180 0,058 0,075 0,038 194 0,000 0,000 0,004 
182 0,058 0,075 0,033 202 0,000 0,000 0,05 
184 0,029 0,017 0,046 204 0,000 0,000 0,017 
186 0,019 0,029 0,000 206 0,000 0,000 0,021 
188 0,029 0,000 0,004         
 
 
Con respecto a las frecuencias alélicas, se aprecia que en general estas fueron diferentes entre los 
grupos (Figura 3-3). En los loci menos polimórficos (Cj20 y CpP3216) y en el sistema Cj18 las 
diferencias entre las frecuencias de los alelos no fueron tan marcadas, apreciándose una 
distribución similar de los alelos más frecuentes y menos frecuentes para cada sistema. En 
contraste, en el locus CpP305 y en los loci Cj16 y CpP302 que son los más polimórficos, se 
aprecia una mayor diferencia en las frecuencias alélicas entre los adultos y los dos grupos de 
juveniles.  
 
Para el sistema Cj16, si bien tanto para adultos como para juveniles RF el alelo de mayor 
frecuencia es el 162, la frecuencia de este es menor en los juveniles RF; así mismo, se aprecia que 
alelos que se encontraban a una frecuencia determinada en los adultos, tienen una frecuencia 
menor en los juveniles RF (alelos 142 y 166) e incluso algunos alelos como el 144 y 188 no se 
encuentran en estos últimos. También se aprecia que alelos con una frecuencia baja en los adultos, 
tienen una mayor representación en los juveniles, como es el caso de los alelos 140, 160 y 164 
(Figura 3-3).  
 
Con el sistema CpP302 ocurre algo similar: el alelo 178 disminuyó considerablemente su 
frecuencia en los juveniles RF con respecto a los adultos, y los alelos 170, 184 y 188 aumentaron 
considerablemente su representación en los juveniles RF con respecto a los adultos. Estos 
resultados obtenidos para los dos sistemas más polimórficos demuestran que solo algunos de los 
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adultos que se reprodujeron segregaron alelos a la siguiente generación, ocasionando una variación 
en las frecuencias alélicas en los juveniles (Figura 3-3). 
 
Figura 3- 3: Distribución de las frecuencias alélicas para los tres grupos de individuos presentes en 
la Estación de Biología Tropical Roberto Franco. 
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3.3.1 Riqueza alélica y heterocigosidad  
 
Aunque no se presentaron diferencias estadísticamente significativas en la riqueza alélica 
(p=0,463) entre los adultos, juveniles RF y juveniles NS, se aprecia que estos últimos tienen una 
riqueza alélica mayor (Tabla 3-4), ya que como se dijo anteriormente, presentan alelos nuevos en 
los sistemas Cj16 y CpP302 que no se encuentran en los adultos y juveniles RF. Además, también 
se puede apreciar que en los juveniles RF hay una disminución en la riqueza alélica con respecto a 
los adultos ya que no presentan dos alelos en el sistema Cj16 (Tablas 3-3 y 3-4). Adicionalmente, 
se determinó que no existen diferencias estadísticamente significativas entre adultos, juveniles RF 
y juveniles NS en la heterocigosidad observada (p=0,8119) y la heterocigosidad esperada 
(p=0,277).   
 
Los loci que se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg  fueron los menos polimórficos 
(Cj20 y CpP3216); los loci Cj16, Cj18 y CpP305 no se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg debido a una deficiencia de heterocigosidad observada lo que indica que hay una mayor 
frecuencia de homocigotos. En contraste, el sistema Cj302 presenta desviación del equilibrio de 
Hardy-Weinberg por exceso de heterocigotos. En general, al tener en cuenta todos los loci, para los 
tres grupos hay una desviación del equilibrio de Hardy-Weinberg por deficiencia de heterocigotos 
(Tabla 3-4). 
 
Tabla 3- 4: Riqueza alélica (A), Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad esperada (He) y 
valores p para Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). NA: No Aplica.  
 
Adultos (n=53) Juveniles RF (n=89) Juveniles NS (n=121) 
Locus A Ho He HWE A Ho He HWE A Ho He HWE 
Cj16 13 0,692 0,827 0,000 11 0,667 0,842 0,000 15 0,467 0,881 0,000 
 Cj18 4 0,500 0,722 0,000 4 0,375 0,722 0,000 4 0,24 0,72 0,000 
 Cj20 2 0,500 0,438 0,366 2 0,438 0,399 0,435 2 0,442 0,387 0,161 
Cj35 1 0,000 0,000 NA 1 0,000 0,000 NA 1 0,000 0,000 NA 
Cj119 1 0,000 0,000 NA 1 0,000 0,000 NA 1 0,000 0,000 NA 
Cj131 1 0,000 0,000 NA 1 0,000 0,000 NA 1 0,000 0,000 NA 
CpP302 11 0,833 0,798 0,000 11 0,977 0,836 0,000 15 0,908 0,895 0,000 
CpP305 5 0,528 0,691 0,000 5 0,562 0,719 0,000 5 0,492 0,762 0,000 
CpP3216 2 0,529 0,389 0,003 2 0,483 0,443 0,475 2 0,471 0,44 0,536 
Todos 4,444 0,398 0,429 0,008 4,222 0,389 0,440 0,000 5,111 0,336 0,454 0,000 
 
 
Una de las causas de la ausencia de equilibrio de Hardy-Weinberg por deficiencia de heterocigotos 
es la presencia de alelos nulos, los cuales se pueden presentar si se tiene en cuenta el uso de 
primers heterólogos. Al determinar si la presencia de alelos nulos era la responsable de la ausencia 
de equilibrio de Hardy-Weinberg por exceso de homocigotos, se encontró que la frecuencia de 
alelos nulos es baja y no es la principal responsable de las diferencias entre las heterocigosidades 
observadas y esperadas pues estas cambian muy poco al considerar el alelo nulo (Tabla 3-5); si el 
alelo nulo fuera el responsable de la desviación del equilibrio de Hardy-Weinberg, las 
heterocigosidades observadas y esperadas calculadas con el alelo nulo serían muy similares y ya no 
habría desviación del equilibrio. 
 
36 
 
Tabla 3- 5: Comparación entre las Heterocigosidades observadas (Ho) y esperadas (He)  sin 
considerar el alelo nulo y considerando el alelo nulo (Ho(n)) y (He(n)) 
  Adultos Juveniles RF Juveniles NS 
Locus Ho Ho(n) He He(n) Ho Ho(n) He He(n) Ho Ho(n) He He(n) 
Cj16 0,692 0,655 0,827 0,85 0,667 0,652 0,842 0,853 0,467 0,463 0,881 0,886 
Cj18 0,5 0,491 0,722 0,738 0,375 0,371 0,722 0,732 0,24 0,24 0,72 0,723 
Cj20 0,5 0,491 0,438 0,462 0,438 0,438 0,399 0,401 0,442 0,438 0,387 0,399 
CpP302 0,833 0,818 0,798 0,812 0,977 0,966 0,836 0,845 0,908 0,901 0,895 0,9 
CpP305 0,528 0,509 0,691 0,718 0,562 0,562 0,719 0,723 0,492 0,488 0,762 0,769 
CpP3216 0,529 0,5 0,389 0,456 0,483 0,483 0,443 0,446 0,471 0,471 0,44 0,442 
 
 
3.4 Cuello de Botella en la conformación de la población ex situ de 
adultos 
 
Al establecer si la conformación de la población de adultos ex situ simula un cuello de botella, se 
encontró que no, ya que existe una alta proporción de alelos de baja frecuencia, como se aprecia en 
la Figura 3-4.  Si la conformación hubiera simulado un cuello de botella, los alelos de baja 
frecuencia se habrían perdido o estarían en muy baja proporción, y la Figura 3-4 no presentaría la 
forma de L.  
 
Figura 3- 4: Distribución de las frecuencias alélicas por clases de frecuencia en adultos. 
 
 
 
3.5 Diferenciación poblacional  
 
En los adultos, debido a que no se tuvieron datos acerca de su procedencia, para poder determinar 
si dentro de estos hay alguna clase de diferenciación que refleje diferentes orígenes silvestres, se 
elaboró una topología Neighbor-Joining empleando la distancia cuerda de Nei et al., (1983). Como 
resultado, se obtuvo que los adultos forman dos grupos definidos (grupo 1 y grupo 2, Figura 3-5) y 
un tercer grupo de individuos que no se agrupan entre sí ni con los demás. Entre estos tres grupos, 
se encontró que no existe algún tipo de diferenciación con el índice Rst=0,00734 (p=0,5738) pero sí 
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una diferenciación leve con el índice Fst=0,03906 (p=0,1416) entre el grupo 3 con respecto a los 
demás. Sin embargo, al observar la Figura 3-6 se aprecia que cada uno de los individuos, 
representados por las barras verticales,  tiene probabilidad de pertenecer a los tres grupos de la 
topología Neighor-Joining; por lo tanto, es posible que los adultos provengan de una misma 
población aunque para confirmar esto, sería útil realizar estudios con las poblaciones silvestres 
para comprobar el origen de los adultos que conforman la población ex situ. 
 
Figura 3- 5: Topología Neighbor-Joining elaborada a partir de la distancia cuerda de Nei et al., 
(1983) en los adultos. En amarillo, el grupo 1; en azul el grupo 2 y en gris el grupo 3. 
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Figura 3- 6: Bartplot con la probabilidad posterior de que cada individuo adulto pertenezca a una 
población en particular. Los números inferiores así como los diferentes colores representan cada 
uno de los grupos según la topología Neighbor-Joining. Rojo: Grupo1; Verde: Grupo2; Azul: 
Grupo3. 
 
En los juveniles RF y NS, se obtuvo que entre los dos grupos existe estructura poblacional leve 
según la escala de Wright: Fst=0,0277 (p<0,05) y Rst=0,1771 ( p<0,05). 
 
3.6 Parentesco  
3.6.1 Parentesco entre adultos y juveniles 
 
Los seis loci polimórficos empleados presentaron una probabilidad de exclusión de 99,87%. De los 
210 juveniles genotipificados, 41 de ellos presentaron alelos nuevos no encontrados en los adultos, 
razón por la cual no se tuvieron en cuenta para los análisis de paternidad/maternidad. Los 169 
juveniles restantes sí se emplearon para este análisis, en el cual se contrastaron entre parejas de 
individuos adultos y juveniles la hipótesis de paternidad/maternidad-hijo con la hipótesis de no 
parentesco. Se obtuvo que para 80 juveniles, se excluyeron todos los adultos machos y hembras 
como posibles parentales, lo que puede indicar que al igual que los 41 individuos de alelos nuevos, 
estos posiblemente tienen un origen externo a la EBTRF, razón por la cual estos 121 juveniles se 
catalogaron como juveniles de nidada silvestre (NS).    
 
Con respecto a los 89 juveniles restantes que tendrían un origen a partir de los adultos de la 
EBTRF pues ninguno de estos se excluyó como parental  (juveniles RF), se encontró que para 
algunos de estos juveniles existen varios padres y/o madres potenciales, lo que hizo necesario 
realizar una aproximación por verosimilitud para establecer la pareja de padres más probable para 
cada uno de estos 89 juveniles. Como resultado, se encontraron diferencias en el número de 
juveniles de los cuales las hembras y los machos serían los padres más probables (Tablas 3-6 y 3-
7); además, se obtuvo como resultado que los machos 127, 131 y 141, y las hembras 129 y 158 no 
son padres potenciales de ningún juvenil. 
 
Tabla 3- 6: Hembras, número de hijos e identificación de hijos de los cuales son las madres más 
probables 
Hembra Número Hijos Hijos 
123 2 340, 342 
124 2 252, 259 
125 8 196, 199, 235, 289, 298, 302, 303, 312 
126 2 321, 348 
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Tabla 3-6:  (Continuación) 
Hembra Número Hijos Hijos 
130 9 174, 198, 241, 253, 256, 285, 286, 316, 363 
133 1 306 
144 1 360 
146 3 177, 221, 260 
147 2 178, 327 
150 3 186, 365, 368 
151 4 191, 193, 273, 364 
152 5 180, 183, 347, 378, 380 
153 9 168, 169, 261, 262, 263, 292, 297, 332, 339 
155 1 269 
160 6 173, 206, 308, 309, 310, 315 
161 3 296, 338, 374 
384 5 188, 264, 288, 344, 352 
386 5 197, 202, 224, 282, 357 
387 7 212, 305, 324, 350, 351, 356, 375 
390 6 189, 190, 192, 207, 211, 353 
391 3 341, 343, 345 
392 1 373 
 
Tabla 3- 7: Machos, número de hijos e identificación de hijos de los cuales son padres más 
probables. 
Macho Número Hijos Hijos 
122 2 178, 344 
128 1 297 
132 5 256, 263, 285, 286, 340 
135 2 188, 316 
136 4 202, 303, 324, 357 
137 8 241, 252, 259, 260, 298, 341, 353, 363 
139 9 173, 177, 186, 191, 253, 347, 350, 351, 352 
140 2 348, 375 
142 1 305 
143 1 365 
145 7 174, 196, 199, 206, 224, 282, 321 
146 1 327 
149 8 189, 212, 221, 338, 342, 356, 359, 360 
154 4 193, 289, 292, 296 
156 4 262, 306, 332, 339 
157 2 190, 192 
162 2 235, 273 
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Tabla 3-7:  (Continuación) 
Macho Número Hijos Hijos 
163 7 168, 169, 261, 308, 309, 310, 315 
185 1 312 
214 2 264, 288 
215 3 368, 373, 374 
217 6 180, 183, 197, 198, 207, 378 
385 1 269 
389 6 211, 302, 343, 345, 364, 380 
 
 
3.6.2 Parentesco entre adultos 
 
Al establecer una aproximación global del parentesco entre adultos mediante la distribución de los 
coeficientes de relación genética rxy de Queller y Goodnight (1989) entre pares de individuos, se 
obtuvo que existe una alta proporción de parejas no relacionadas con coeficientes r entre -0,2 y 0,1 
es decir parejas de individuos que no estarían compartiendo alelos o muy pocos; luego, con una 
frecuencia mucho más baja, siguen las parejas de individuos con coeficiente r  de 0,2 a 0,4 que 
estarían en la categoría de medios hermanos, y con una frecuencia menor siguen los individuos con 
coeficientes r de 0,5 a 0,6 que corresponderían a la categoría de hermanos (Figura 3-7). Cabe 
resaltar que dentro de los individuos clasificados como adultos pueden haber hijos  de los adultos 
fundadores que se encontrarían en la categoría r=0,5.  
 
Figura 3- 7: Distribución de coeficientes rxy de Queller y Goodnight (1989) entre pares de 
individuos adultos 
 
 
 
Al comparar esta distribución con la distribución nula de no parentesco obtenida mediante la 
permutación del coeficiente rxy, se obtuvo que ambas distribuciones  son similares pues el valor 
promedio real del coeficiente rxy se encuentra debajo del 95% de los valores remuestreados (Figura 
3-8).    
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Figura 3- 8: Simulación del coeficiente r de Queller y Goodnight (1989) en adultos obtenido por 
medio de permutación de genotipos. Con una flecha de destaca el rango en el que se encontró el 
coeficiente r promedio real. 
 
 
Esto indicaría que globalmente los individuos adultos ex situ no están emparentados; sin embargo, 
la población de adultos proviene de dos parejas que se reprodujeron más los individuos 
decomisados, lo que aparentemente conformaría al menos dos orígenes diferentes y explicaría la 
alta varianza del coeficiente. Esto se traduce en que no existe un grado de parentesco entre todos 
los individuos pero entre los dos grupos de diferente origen podría haber un estado de parentesco 
como hermanos, medio-hermanos o padres-hijos.   
 
 
3.6.3 Parentesco entre juveniles de la Estación Roberto Franco 
 
En los juveniles RF, las frecuencia más altas corresponden a los valores rxy entre -0,2 y 0,1 es decir 
que hay una gran proporción de parejas de individuos no relacionados pues no comparten alelos; 
luego siguen las parejas de individuos que se podrían considerar como medio hermanos con un 
coeficiente r que estaría entre 0,2 y 0,4 y por último estarían las parejas de individuos con 
coeficientes rxy entre 0,5 y 0,9 que corresponderían a la categoría de hermanos (Figura 3-9)  
 
Figura 3- 9: Distribución de coeficientes rxy de Queller y Goodnight (1989) entre pares de 
individuos juveniles de la Estación Roberto Franco. 
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Al igual que en los adultos, la simulación del coeficiente rxy dio como resultado que la distribución 
se ajusta a la esperada bajo la hipótesis nula de no parentesco (Figura 3-10); sin embargo, los 
resultados demuestran una variación del coeficiente muy alta, compatible con la presencia de 
grupos o posibles nidadas que se relacionarían con algún grado de parentesco y otras provenientes 
de parejas de adultos diferentes.  
 
Figura 3- 10: Simulación del coeficiente r de Queller y Goodnight (1989) en juveniles de la 
Estación Roberto Franco obtenido por medio de permutación de genotipos. Con una flecha de 
destaca el rango en el que se encontró el coeficiente r promedio real. 
 
 
 
3.6.4 Parentesco entre juveniles de Nidada Silvestre 
 
En los juveniles que se consideraron provenientes de nidadas silvestres, se obtuvo, al igual que en 
los adultos y juveniles RF, que para un coeficiente r de -0,2 a 0,1 se encuentra la mayor proporción 
de parejas, seguido por los coeficientes entre 0,2 y 0,4 y luego por los coeficientes entre 0,5 y 0,9 
(Figura 3-11).  
 
Figura 3- 11: Distribución de coeficientes rxy de Queller y Goodnight (1989) entre pares de 
individuos juveniles de nidada silvestre 
 
 
Igualmente, la distribución de este coeficiente se ajusta a la esperada bajo la hipótesis nula de no 
parentesco (Figura 3-12) pero la gran varianza estaría indicando que este grupo de individuos  
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estaría conformado por subgrupos independientes de individuos relacionados. Esto puede tener 
sentido si se considera que pudieron recolectarse del medio silvestre diferentes grupos de nidadas 
que estarían conformadas por individuos emparentados.   
 
Figura 3- 12: Simulación del coeficiente r de Queller y Goodnight (1989) en juveniles de nidada 
silvestre obtenido por medio de permutación de genotipos. Con una flecha de destaca el rango en el 
que se encontró el coeficiente r promedio real. 
 
 
 
3.7 Cruces 
 
Para el establecimiento de cuáles parejas son las más adecuadas para la reproducción, se utilizó 
como criterio un valor de cero del coeficiente r entre pares de individuos (hembra y macho), lo que 
indica que estos no comparten alelos en el mismo estado.  De esta forma, se garantiza que haya un 
aumento de la variabilidad genética en términos de heterocigosidad. Además, los cruces propuestos 
involucran a todos los individuos, con lo que se garantiza que no haya una pérdida o fijación de 
alelos y que la población siga conservando la variabilidad genética en términos de riqueza alélica 
con la cual se inició. En términos generales, hay una amplio espectro de cruces posibles entre un 
individuo con otros del sexo opuesto, lo que ayuda a sobrepasar los obstáculos que se puedan 
presentar en un determinado cruce por el estado de un individuo (Tablas 3-8 y 3-9). 
 
Tabla 3- 8:  Machos adultos y hembras adultas con las que podrían llevarse a cabo los cruces. Esta 
selección de realizó basándose en un coeficiente de relación genética igual a cero (r=0). 
Macho Hembra 
122  124, 126,130,133,144,146, 147,148,150,151,152, 153,155,158,159,160,386,390,391,392 
127 125,129,130,133,144,146,147,148,150,151, 152,153,155,158,386,387,388,390,391,392 
128 126,130,144,146,147,148,150, 151,152,155,158,160,384,386,387,390,391 
131 123,125,126,129,130, 152,158,160 
132 123,125,126,129,144,146,148, 151,152,158,160,386 
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Tabla 3-8: (Continuación) 
Macho Hembra 
135 123,124,125,126,130,133,144,147, 151,152,153,155,158,160,161,386,388,390,392 
136 123,126,129,146,148,150, 151,152,158,160,161,384 
137 123,124,125,126,129,130,133,146,147, 150,152,153,158,160,161,384,392 
139 123,126,129,130,146,147 
140 124,125,126,129,130,146,147,150, 153,155,160,388,391,392 
141 123,124,125,126,129,130,133, 153,155,158,160,386,387,388,390,391,392 
142 123,124,125,126,129,130,146,147,150, 153,155,160,384,388,392 
143 124,125,126,129,130,133, 153,155,160 
145 123,124,125,126,129,130,133,144,146,147,148,150,151,152,153,155,158,160,161,384,387,388,390,391,392 
149 126,129,130,160 
154 124,125,126,129,146,147,148,150,151, 152,158,384,386,387,388,390,391,392 
156 124,125,126,129,146,147,148,150,151, 152,158,386,387,388,390,391,392 
157 126,129,146,147,148,150,151,152,158,160,161,384 
159 123,124,125,126,133,144,146,147,148,150,151,152,153,155,158,160,161,384,386,387,388,390,391,392 
162 123,124,125,126,129,133,144,146,147,148,150,151,152,153,155,158,160,161,386,387,388,390,391,392 
163 123,124,125,144,146,147,148,150,151,152,158,160,161,384,386,387,388,390,391,392 
214 123,124,125,126,129,130,133,146,151,153,155,158,160,161 
215 123,124,125,126,129,130,133,150,152,153,155,160,161,387,388,390,391,392 
216 146,147,150,151,152,153,155,158,160,161,386,392 
217 123,124,125,126,129,130,133,146,147,150,151,153,155,158,160,161,384 
385 124,125,126,129,144,146,147,148,150,151,152,155,158,160,161,386,388,390,392 
389 126,129,146,158,161 
 
 
Tabla 3- 9: Machos juveniles y hembras juveniles con las que podrían llevarse a cabo los cruces. 
Esta selección de realizó basándose en un coeficiente de relación genética igual a cero (r=0). 
Macho Hembra 
175 164, 166, 168, 169, 171, 172, 174, 189, 194, 196, 202,209, 220, 222, 223, 224, 227, 228, 230, 231, 232 
176 164, 166, 167, 168, 170, 171, 172, 173, 174,196, 203, 220, 222, 224, 225, 226, 227, 228, 230, 232 
177 164, 165, 166, 167, 168, 170, 172, 173, 174,  196, 203,220, 222, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230 
178 164, 166, 167, 168, 170, 172, 173, 174, 196, 202, 203,220, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232 
179 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 172, 173, 174 
180 164, 165, 167, 168, 169, 170, 173, 174, 202, 203, 209, 221, 223, 224, 225, 226, 231 
181 
164, 165, 167, 168, 169, 171, 174, 189, 194, 196, 202,203, 209, 211, 221, 223, 224, 225, 226, 227, 230, 
231 
182 164, 166, 167, 168, 169, 173, 174, 202, 203, 209,221, 225, 226, 231, 232 
183 164, 165, 167, 168, 169, 170, 173, 174, 202, 203,223,  224, 225, 226, 231, 232 
184 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 173, 174, 202, 203,221, 223, 224, 225, 226, 231, 232 
185 164, 166, 167, 168, 169, 170, 173, 174, 194, 196, 202, 203,211, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 231 
186 164, 165, 167, 168, 170, 173, 174, 194, 196, 202, 203, 209 
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Tabla 3-9: (Continuación) 
Macho Hembra 
187 164, 165, 167, 168, 169, 170, 172, 173, 174, 189, 194, 196,202, 203, 209, 222, 223, 224, 225, 226, 231 
188 164, 165, 167, 168, 170, 172, 173, 174, 196, 202, 203,209, 220, 222, 223, 224, 225, 226, 232 
190 164, 166, 167, 168, 170, 171, 173, 203,220, 222, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232 
191 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174,203, 220, 222, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232 
192 164, 165, 166, 167, 168, 170, 171, 173, 203, 220,222, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232 
193 165, 166, 167, 168, 170, 173, 203, 220, 222, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232 
195 165, 166, 167, 170, 173, 189, 194, 196, 202, 203, 209, 211, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 231 
197 164, 166, 168, 169, 171, 172, 189, 194, 209,221, 222, 223, 227, 228, 229 
198 166, 168, 169, 171, 202, 220, 221, 222,223, 224, 227, 228, 229, 230, 231, 232 
199 164, 165, 166, 168, 169, 170, 171, 174, 189, 194,209, 220, 221, 223, 227, 228, 229 
200 164, 166, 168, 169, 171, 172, 189, 194, 209, 211, 220,221, 222, 223, 227, 228, 229, 230, 232 
201 164, 165, 166, 168, 170, 171, 172, 173, 174,220, 222, 225, 226, 227, 228, 229 
204 164, 166, 168, 169, 171, 172, 194, 202, 209,220, 221, 222, 223, 224, 227, 229, 230, 231, 232 
205 164, 165, 166, 168, 169, 171, 172, 174, 209, 221, 222, 223, 227, 228, 229 
206 164, 165, 166, 168, 169, 174, 189, 194, 209,221, 223, 227, 228, 229, 232 
207 164, 166, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174,221, 222, 228, 231 
208 164, 165, 166, 168, 169, 170, 171, 172, 173,174, 189, 194, 209, 211, 221, 222, 223 
210 164, 167, 168, 169, 171, 174, 194, 202, 220, 222,224, 227, 229, 230, 231, 232 
212 164, 165, 166, 168, 171, 172, 174, 209, 220, 222, 227, 229, 230, 232 
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4 Discusión 
 
Debido al alto gasto tanto en tiempo como en materiales necesarios para llevar a cabo el 
aislamiento de primers especie específicos (Selkoe y Toonen, 2006), se decidió emplear los 
sistemas microsatélites desarrollados para otras especies del género Crocodylus para realizar el 
estudio genético de la población ex situ de C. intermedius.  
 
Entre los cocodrilos de la familia Crocodylidae, el desarrollo de microsatélites se ha hecho para la 
especie C. jhonsoni,  encontrándose que dentro del género Crocodylus las pruebas de amplificación 
cruzada indican la presencia de loci microsatélite polimórficos que son homólogos entre las 
especies (FitzSimmons et al., 2000); y para la especie C. porosus, encontrándose que entre los 82 
loci ensayados en 18 especies de cocodrilos, hubo un éxito de amplificación del 90% entre las 
especies de la familia Crocodylidae  ¸con un rango entre 56-96%. Esto demuestra que el éxito de la 
amplificación cruzada está altamente relacionado con la distancia evolutiva (Miles et al., 2008).  
 
Los anteriores resultados concuerdan con los obtenidos en el presente estudio, ya que la mayoría 
de loci heterólogos amplificaron en C. intermedius: de los nueve sistemas provenientes de C. 
jhonsoni amplificaron seis y de los cuatro provenientes de C. porosus, amplificaron tres. Así 
mismo, los niveles de riqueza alélica encontrados para estos sistemas amplificados en C. 
intermedius (Tabla 3-4) son similares a los encontrados en otras especies de Crocodylus: en C. 
moreletii, la amplificación de ocho sistemas provenientes de C. jhonsoni dio como resultado un 
número de alelos entre 3 y 8 (Dever y Densmore, 2000); en C. rhombifer, seis sistemas 
provenientes de C. jhonsoni presentaron entre 3 y 6 alelos (Weaver et al.,2008); y en C. porosus, la 
amplificación de doce sistemas provenientes de C. jhonsoni dio como resultado la presencia de 2 a 
16 alelos (Isberg et al., 2008). 
 
Esto demuestra que la diversidad alélica encontrada con primers heterólogos en C. intermedius  
(Tabla 3-4) es similar a la encontrada con otros cocodrilos en los que también se ha llevado a cabo 
amplificación heteróloga. Sin embargo, hay que tener en cuenta que este patrón de comparación no 
es el ideal por tratarse de otras especies con una historia demográfica diferente a la de C. 
intermedius. Por lo tanto, para establecer la magnitud de la pérdida de variabilidad genética en el 
proceso del establecimiento de la población de la Estación Roberto Franco, es necesario el estudio 
de poblaciones silvestres para poder así realizar una comparación más adecuada. 
 
Para el presente estudio, no se tuvo información sobre las relaciones de parentesco entre los 
adultos, entre adultos y juveniles y entre juveniles ni tampoco de su posible origen ni de cuántas 
generaciones conforman la totalidad de la población ex situ. Por lo tanto los resultados genéticos 
obtenidos no pudieron ser corroborados y se tomaron como verdaderos para la discusión 
correspondiente.  
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 Al establecer los padres potenciales de los 210 juveniles genotipificados, se encontró que 41 de 
ellos presentaron alelos nuevos no encontrados en los adultos, razón por la cual se asumió que no 
provienen de estos y no se tuvieron en cuenta para los análisis de paternidad/maternidad. Los 169 
juveniles restantes sí se emplearon para este análisis, obteniéndose que para 80 de ellos se 
excluyeron todos los adultos machos y hembras como posibles parentales, lo que puede indicar que 
al igual que los 41 individuos de alelos nuevos, estos pueden tener un origen externo a las EBTRF.  
Para los seis loci polimórficos empleados en este estudio, se encontró que la  probabilidad 
combinada de exclusión, teniendo en cuenta que no se conoce ningún padre,  es de 99,87%, un 
valor alto y mayor al obtenido por Isberg et al. (2004) que fué de 96,78%,  más si se tiene en 
cuenta que usaron 11 loci con una riqueza alélica de 3-16 alelos; la razón para que en el presente 
estudio se haya obtenido una mayor probabilidad de exclusión puede ser la presencia de dos loci 
altamente polimórficos, como lo son Cj16 y CpP302, mientras que en el estudio de Isberg et al. 
(2004) solo hay uno.  
 
Sin embargo, en ese estudio encontraron que la probabilidad de exclusión es mayor cuando se 
conoce uno de los parentales (99,8%) en comparación cuando no se conoce a ninguno (96,78%), lo 
cual se debe a que un análisis de paternidad tiene mayor poder si se conoce el genotipo de la madre 
o el padre (Kalinowski et al., 2007). Por tal razón,  cuando no se conoce ninguno de los padres, es 
recomendable el uso de más loci altamente polimórficos (Isberg et al., 2004); según Blouin (2003), 
se necesitan mínimo diez loci altamente polimórficos para  distinguir padres-hijos de individuos no 
relacionados.  
 
Con respecto a los 89 juveniles que tendrían un origen a partir de los adultos de la Estación 
Roberto Franco,  se encontró que para algunos de estos existen varios padres y/o madres 
potenciales. Así como en el estudio de McVay et al. (2008) en el que se encontró que el bajo 
polimorfismo de los loci no permite una adecuada detección de paternidad múltiple, en el presente 
estudio el bajo polimorfismo de cuatro de los seis loci pudo haber incidido en la presencia de 
varias madres y padres potenciales para un juvenil, lo que hizo necesario realizar una aproximación 
por verosimilitud para establecer la pareja de padres más probable para cada uno de los 89 
juveniles (Tabla 3-6 y 3-7).  
 
En general, se encontraron diferencias en el número de juveniles de los cuales las hembras y los 
machos serían los padres más probables. Se tiene conocimiento de que en la Estación Roberto 
Franco solo se han reproducido ciertas parejas, siendo las más exitosas Dabeiba-Polo y Lizeth-
Juancho; sin embargo, aunque para el presente estudio no se tiene conocimiento sobre los números 
de identificación correspondientes a los individuos que conforman esta dos parejas  y  tampoco 
sobre las demás parejas que habrían aportado a la generación de juveniles, los resultados obtenidos 
en las Tablas 3-6 y 3-7 pueden estar indicando esta tendencia a que existan diferencias en el éxito 
reproductivo, de tal forma que unos adultos pueden haber contribuido más que otros en la 
producción de juveniles, y otros no haber contribuido, como es el caso de los machos 127, 131 y 
141, y las hembras 129 y 158 que no son padres potenciales de  ningún juvenil.  
 
Cabe resaltar que puede que el número de hembras y machos adultos que contribuyeron a la 
generación de juveniles sea menor, ya que como se dijo anteriormente se obtiene un mayor poder 
de exclusión si se conoce uno de los padres (Isberg et al., 2004) y para poder distinguir  la 
categoría padre-hijo de individuos no relacionados es recomendable el uso de mínimo diez loci 
altamente polimórficos (Blouin, 2003). Teniendo en cuenta que en el presente estudio  se 
emplearon seis loci, este factor puede incidir en la sobrestimación de la relación padre/madre-hijo 
y por lo tanto en una aparente contribución de casi todos los adultos en la generación de juveniles; 
además, hay que tener en cuenta que posiblemente entre los adultos se encuentren individuos F1 de 
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los nacimientos entre los años 1991-1994 y de esta forma la aparente maternidad/paternidad sea en 
realidad una relación de hermanos. Adicionalmente, hay que tener en cuenta que aunque el poder 
de exclusión de los loci empleados haya sido alto, no se tiene disponible la información necesaria 
para corroborar los resultados obtenidos, lo que puede introducir un error en la determinación del 
parentesco.  
 
Con respecto al parentesco global de los adultos, se encontró que la mayoría de parejas de 
individuos están en la categoría de individuos no relacionados (Figura 3-7); además, dados los 
resultados de la simulación,  la población de adultos puede considerarse que presenta grupos de 
individuos emparentados. Estos grupos podrían representar los adultos fundadores y los posibles 
hijos F1 que ya estarían adultos; sin embargo, no hay forma de distinguir entre la población de 
adultos cuales son los verdaderos fundadores. En los individuos juveniles RF, que se asumió que 
provienen de los adultos, aunque globalmente se ajusta a una población donde los individuos no 
están emparentados (Figuras 3-9 y 3-10), también está conformado por diferentes grupos de 
individuos emparentados que posiblemente correspondan a los hermanos provenientes de 
diferentes parejas reproductoras. Los juveniles que se asumieron como NS también se ajustan a 
una población donde se encuentran grupos de individuos emparentados (Figuras 3-11 y 3-12); dada 
su corta edad, esto puede corresponder con grupos de individuos que serían hermanos y habrían 
sido recolectados de  nidadas del medio silvestre.  
 
El proceso de fundación de la población ex situ por parte de los adultos no simuló un cuello de 
botella (Figura 3-4) ya que si esto hubiera sido así, no se habrían encontrado una gran proporción 
de alelos con baja frecuencia, que son los que se suelen perder en un cuello de botella. Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que los individuos adultos utilizados para la fundación de la 
población ex situ no presentan alelos que sí se encuentran en las poblaciones silvestre, como lo 
demuestra el hecho de haber encontrado juveniles con nuevos alelos. Adicionalmente, entre los 
adultos se encontraron grandes diferencias en las frecuencias alélicas para un mismo sistema, con 
un alelo predominante cuya frecuencia se destaca entre los demás, como sucede con los sistemas 
Cj16, CpP302 y CpP305. Esto puede ser evidencia de la falta de muestreo y del proceso de la 
fundación de la población en cautiverio, en el cual puede quedar por casualidad una alta y una baja 
frecuencia de alelos particulares (Hedrick, 2005). 
 
Entre adultos y juveniles RF, hubo un cambio en las frecuencias alélicas, especialmente para los 
loci más polimórficos: en el sistema CpP302 el alelo 178 disminuyó considerablemente   su 
frecuencia en los juveniles RF con respecto a los adultos, y los alelos 170, 184 y 188 aumentaron 
considerablemente su representación en los juveniles con respecto a los adultos. Algo similar 
ocurrió con el sistema Cj16 en el cual los alelos 140, 160 y 164 tienen una mayor frecuencia en los 
juveniles RF mientras que los alelos 142 y 166 tienen una frecuencia mucho menor en 
comparación con los adultos; incluso algunos alelos como el 144 y 188 no se encontraron en los 
juveniles RF (Figura 3-3).  
 
Este cambio en las frecuencias alélicas entre estas dos generaciones se debe a la deriva genética, en 
la cual los alelos transmitidos de padres a hijos son solo una muestra de la variación existente en 
los adultos (Hedrick, 2005). De esta forma, por azar, algunos alelos no pasan a la descendencia, 
mientras otros incrementan o disminuyen en frecuencia (Hedrick 2005), como se aprecia entre los 
adultos y los juveniles RF. Por consiguiente, este fenómeno debe estar relacionado con las 
diferencias en la reproducción de los adultos como se aprecia en las Tablas 3-6 y 3-7, en las que las 
hembras 125, 130 y 153 y los machos 137, 139 y 149 son los padres más probables para un mayor 
número de juveniles, y con las hembras 129 y 158   y los machos 127, 131 y 141 que no son padres 
potenciales de ningún juvenil. Cabe resaltar que aunque la deriva genética actúa sobre todos los 
loci, puede resultar difícil apreciar su efecto debido a las diferencias que pueden presentarse entre 
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los loci, como el número de alelos y su frecuencia (Frankham et al., 2002); esto explicaría por qué 
en los loci menos polimórficos no hubo cambios notorios en las frecuencias alélicas. 
 
La heterocigosidad esperada obtenida tanto en adultos como en juveniles RF y NS (Tabla 3-4) es 
similar a la reportada para otras poblaciones silvestres de especies del género Crocodylus: en C. 
moreletii, la He reportada es de 0,552 (McVay et al., 2008) y en C. porosus  es de 0,579 (Isberg et 
al., 2004); también es similar a la encontrada en un grupo en cautiverio en C. rhombifer donde la 
He es de 0,66. Esto demuestra que con la cantidad de individuos adultos empleados para el 
establecimiento de la población ex situ, se está representando una parte importante de la 
variabilidad en términos de heterocigosidad  que se encuentra presente en las poblaciones 
silvestres, ya que según Hedrick (2005) con un número de fundadores de entre 20 y 30 individuos 
se está capturando el 98% de la heterocigosidad. Sin embargo, no sucede lo mismo con la riqueza 
alélica pues para capturar una gran parte de esta se requiere un mayor número de individuos: entre 
25 y 50 fundadores. 
 
Teniendo en cuenta esto y los valores similares de riqueza alélica y heterocigosidad esperada que 
tiene la población ex situ de C. intermedius (Tabla 3-4) con otras especies de cocodrilos, se podría 
pensar que esta representa en gran medida la población silvestre; sin embargo, para afirmar esto 
hay que tener en cuenta que estos patrones de comparación no son los ideales por tratarse de otras 
especies con una historia demográfica diferente a la de C. intermedius.  
 
Por lo tanto, para establecer la magnitud de la variabilidad genética presente en la población ex 
situ, es necesario el estudio de poblaciones silvestres para realizar una comparación más adecuada. 
Una aproximación a esta comparación puede darse con los juveniles NS para los cuales se asumió 
que tenían un origen silvestre: como las heterocigosidades son muy similares con respecto a los 
adultos (Tabla 3-4), podría inferirse que estos estarían representando la heterocigosidad de la 
población silvestre; y aunque la riqueza alélica entre ambos sea muy similar, vale recalcar que los 
juveniles NS son portadores de nuevos alelos lo que podría estar indicando que existe una 
variabilidad adicional en las poblaciones silvestres (Tabla 3-3).    
  
Tanto en adultos como en juveniles RF y NS,  se encontró una desviación del equilibrio de Hardy-
Weinberg por exceso de homocigotos; uno de los factores que podría estar causando este 
desequilibrio es la presencia de alelos nulos, los cuales  es probable que se presenten debido a la 
amplificación heteróloga. Sin embargo, se encontró que estos no son la causa principal para el 
exceso de homocigotos (Tabla 3-5). Entonces, en los adultos y juveniles NS, considerados ambos 
como representantes de la población silvestre, el exceso de homocigotos  podría estar reflejando 
que en las poblaciones silvestres hay una condición de homocigosidad: debido a la ausencia de un 
muestreo estructurado, en el cual se fueron acogiendo individuos al azar con diversos orígenes, es 
poco probable que se colecten en su mayoría genotipos homocigotos a menos que estos tengan una 
alta frecuencia.  De esta forma, es posible que en general la deficiencia de heterocigotos se deba a 
un reflejo de endogamia en la población silvestre.  
 
En las poblaciones en cautiverio, si no hay una contribución de todos los individuos en la 
siguientes generaciones pueden darse pérdidas significativas en la diversidad genética entre las 
generaciones, siendo más común la forma de detectar esto en los cambios de la riqueza alélica que 
en la heterocigosidad, ya que  la primera es más sensible a las diferencias en el éxito reproductivo.  
Aunque la variabilidad genética en términos de heterocigosidad esperada y riqueza alélica entre la 
generación de adultos y juveniles RF no presentó diferencias estadísticamente significativas, se 
debe tener en cuenta que sí se dio una pérdida de variabilidad detectada por la ausencia de los 
alelos 144 y 188 del sistema Cj16 en los juveniles. Estos alelos se encuentran entre los que 
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presentan frecuencias más bajas, y son estos alelos los que por deriva  tienen mayor probabilidad 
de perderse (Hedrick, 2005).  
 
Este es el caso de la población en cautiverio de la boa amarilla de Jamaica, en la que se comparó la 
variabilidad genética entre la F0, la F1 y F2 encontrándose que en ninguna de estas tres 
generaciones existían diferencias significativas en la heterocigosidad esperada, mientras que entre 
la F0 y la F2 si existían diferencias significativas en la riqueza alélica pues se habían perdido 8 
alelos (Tzika et al., 2008). Esto demuestra que en las poblaciones en cautiverio la contribución de 
cada individuo a la siguiente generación es vital, y que si no existe un manejo genético adecuado 
de estas poblaciones en cautiverio, a medida que haya un aumento en el número de generaciones 
puede darse la pérdida y fijación de alelos que terminará ocasionando la diferenciación con 
respecto a la población silvestre, y por consiguiente, se presentarán consecuencias perjudiciales 
para los individuos en el momento del  repoblamiento pues su potencial evolutivo se verá afectado; 
además, en dado caso que se presentaran cruces con individuos silvestres, se podría dar depresión 
por exogamia.  
 
Una de las mejores aproximaciones para determinar cuánta variabilidad genética de la población 
silvestre se encuentra representada en la población en cautiverio tanto en el momento de su 
establecimiento como en la última generación obtenida, es el estudio genético de la población 
silvestre. Este es el caso del tapir Tapirus bairdii, el cual presenta dos poblaciones en cautiverio en 
Norte y Centroamérica; se encontró que con aunque la He no difiere con respecto a la población 
silvestre, si hay diferencias en los alelos que presentan y que la población de Norteamérica se 
encuentra diferenciada de la silvestre (Norton y Ashley, 2004). Este ejemplo resalta la necesidad 
de llevar a cabo el estudio genético de las poblaciones silvestres que existan de C. intermedius para 
determinar, primero, qué tanta variabilidad genética se encuentra representada en la población ex 
situ y segundo, para determinar la posible estructura poblacional que pueda existir entre las 
poblaciones silvestres, ya que esta debe ser tenida en cuenta en la reproducción en cautiverio para 
evitar reproducir individuos provenientes de poblaciones muy estructuradas cuya progenie puede 
presentar reducción en el fitness debido a la depresión por exogamia.  
 
Para asignar los individuos adultos y juveniles NS de la Estación Roberto Franco a su 
correspondiente población silvestre, sería útil realizar un estudio de haplotipos con citocromo b 
(Tzika et al., 2008). Además, en el momento de realizar el repoblamiento es necesario saber cuál 
es o son las posibles poblaciones fuente de la población en cautiverio para evitar la reintroducción 
de individuos en ambientes diferentes a los cuales no estaría adaptados y por consiguiente, haya un 
fracaso en el repoblamiento.  
 
En los adultos, no se encontraron subgrupos de individuos que indicaran un posible origen en 
diferentes poblaciones (Figura 3-6); esto quizá indique que los individuos tienen su origen en la 
misma población silvestre, pero como ya se dijo anteriormente, es necesario un estudio genético de 
las poblaciones silvestres para determinar con certeza el origen de los adultos y juveniles NS.  
Estos últimos, considerados como individuos provenientes del medio silvestre y a partir de los 
cuales se quiso determinar si existían diferencias con los juveniles RF para establecer qué tanto se 
estaría diferenciando la población en cautiverio de la silvestre, se encontró que entre los dos grupos 
existe una diferenciación moderada, que se debe básicamente a la presencia de alelos exclusivos de 
cada grupo. La presencia de alelos nuevos en los juveniles NS (Tabla 3-3) apunta a la existencia de 
variabilidad adicional en el medio silvestre que no fue capturada con los individuos adultos; esto 
demuestra que en la medida de lo posible, también es necesaria la inclusión de individuos del 
medio silvestre para evitar la pérdida de diversidad.   
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Los cruces propuestos (Tablas 3-8 y 3-9) están diseñados para evitar la endogamia ya que los 
individuos involucrados se seleccionaron con base a un coeficiente de relación genética de cero, lo 
que indica que los individuos no comparten alelos y por lo tanto la descendencia que generarán 
será heterocigota; la heterocigosidad es importante para la sobrevivencia inmediata de los 
individuos de la población (Allendorf, 1986). Sin embargo, en el momento de llevar a cabo a la 
práctica los cruces, hay que tener en cuenta que factores como la edad de los individuos y el estado 
de salud pueden obstaculizar el proceso reproductivo, por ello, se presenta un amplio espectro de 
cruces posibles entre un individuo con otros del sexo opuesto, lo que ayuda a sobrepasar los 
obstáculos que se puedan presentar en un determinado cruce por el estado de salud de un 
individuo.  
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5 Conclusiones 
 
La mayoría de los primers provenientes de las especies C. johnsoni y C. porosus empleados en el 
presente trabajo amplificaron en C. intermedius, lo que concuerda con los resultados obtenidos 
para otras especies de cocodrilos en las que hay un alto éxito en la amplificación cruzada; esto 
permite concluir que entre las especies del género Crocodylus las regiones de unión al primer están 
conservadas, lo cual es útil ya que permite la estimación de parámetros genético poblacionales  
para especies en las que no se han desarrollado microsatélites. 
 
De los nueve loci amplificados con éxito en C. intermedius, seis fueron polimórficos, y el poder de 
de estos en la determinación del parentesco alcanzó un nivel aceptable, ya que se encontró un alto 
poder de exclusión de paternidad. Sin embargo, es necesario el uso de un mayor número de 
marcadores polimórficos para hacer una determinación del parentesco más confiable y precisa. Los 
tres loci restantes fueron monomórficos tanto en los individuos adultos y juveniles RF como en los 
individuos provenientes de las nidadas capturadas del medio silvestre, lo que indica que estos loci, 
que son polimórficos en otras especies, se fijaron para C. intermedius, situación que se debe 
estudiar y evaluar para una posible  pérdida de variación genética.  
 
La riqueza alélica y la heterocigosidad esperada son similares a las encontradas en otras especies 
del género Crocodylus; esto sugiere que la población ex situ  de C. intermedius posee una 
variabilidad valiosa que le brinda un gran potencial genético, aunque el exceso de homocigotos 
encontrado tanto en los adultos como en los juveniles NS, ambos considerados de origen silvestre, 
podría estar reflejando un exceso de homocigotos en el medio silvestre y por lo tanto una posible 
endogamia. Sin embargo, para afirmar esto, es necesaria la inclusión de más loci polimórficos, así 
como el estudio de las poblaciones silvestres para determinar cuánta variabilidad se encuentra 
representada en la población en cautiverio, ya que como se aprecia con la presencia de alelos 
nuevos en los juveniles NS que no se encuentran en los adultos, en las poblaciones silvestres puede 
haber nuevas fuentes de riqueza alélica; además, aunque los resultados obtenidos indican que los 
adultos posiblemente provengan de una misma población silvestre, es importante llevar a cabo el 
estudio de las poblaciones silvestres para determinar el origen de la población en cautiverio y 
evitar el cruce de individuos de poblaciones estructuradas que pueda llevar a una depresión por 
exogamia o a un repoblamiento en el sitio incorrecto, lo que podría generar grandes dificultades en 
la sobrevivencia de los individuos al realizar la reintroducción al hábitat natural.  
 
Al comparar entre los adultos y los juveniles RF, no se encontraron diferencias significativas entre 
la heterocigosidad y la riqueza alélica;  sin embargo, hay un cambio en las frecuencias alélicas e 
incluso hay dos alelos de los adultos que no se encuentran en los juveniles, lo que implica que 
hubo deriva genética al no haber una contribución igual de todos los adultos en la producción de 
juveniles; esto sugiere que si no da un manejo adecuado de los cruces, a largo plazo puede 
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presentarse una mayor pérdida de diversidad genética, ya que esta pérdida depende del número de 
generaciones.  
 
Considerando que los juveniles NS provienen de nidadas silvestres, la presencia de una ligera 
estructura con los juveniles RF demuestra la importancia de un manejo genético adecuado de la 
población en cautiverio para evitar que a medida que aumente el número de generaciones, haya 
una diferenciación con respecto a las poblaciones del medio silvestre, lo que acarrearía problemas 
en el momento de la reintroducción. Esto implica que se debe evitar, como ha ocurrido hasta ahora, 
que ciertos individuos contribuyan a la siguiente generación y otros no; los cruces propuestos en el 
presente trabajo apuntan a esta situación ideal en la que todos los individuos contribuyen a las 
siguientes generaciones, sin embargo, se debe tener en cuenta que en el momento de llevar a cabo a 
la práctica los cruces pueden presentarse factores externos que pueden obstaculizar el proceso 
reproductivo, como lo son la edad de los individuos y su estado de salud. Por ello, se proponen 
varios cruces de un individuo con varios individuos del sexo opuesto para minimizar así las 
dificultades que se puedan presentar por estos factores externos.  
 
Por último, cabe resaltar que es necesario el conocimiento de  la dinámica poblacional de la 
población ex situ de la Estación. Por ejemplo, es importante saber cuántas generaciones han 
transcurrido, qué individuos se han reproducido, y de estos, cuáles  son los principales candidatos a 
parentales de cuáles juveniles, ya que de esta forma se complementa el estudio genético.  
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A. Anexo: Protocolo para extracción de DNA a 
partir de tejido de cola de ratón del kit Wizard 
Genomics de PROMEGA ® 
 
1. Macerar la muestra y ubicarla en un tubo eppendorf con 600µL de EDTA 0,5M, 120µL de 
Solución de lisis nuclear y 25µL de proteasa K a una concentración de 18mg/mL 
2. Agitar con ayuda de un vórtex 
3. Dejar en baño de María a una temperatura de 55°C durante 5 horas. 
4. Retirar del baño de María y adicionar 3µL de la solución de RNAsa. 
5. Agitar con ayuda de un vórtex 
6. Dejar en baño de María a una temperatura de 37°C durante media hora. 
7. Retirar del baño de María y dejar a una temperatura de -20°C durante 5 minutos. 
8. Adicionar 200µL de la solución precipitadora de proteínas. 
9. Agitar con la ayuda de un vórtex durante 20 segundos. 
10. Dejar a una temperatura de -20°C durante 5 minutos. 
11. Centrifugar a 14000 gravedades por 5 minutos. 
12. Extraer el sobrenadante y colocarlo en un nuevo tubo eppendorf con 600µL de isopropanol a -
20°C. 
13. Agitar con ayuda de un vórtex 
14. Centrifugar a 14000 gravedades por 5 minutos. 
15. Retirar el sobrenadante de alcohol isopropílico y adicionar 600µL de etanol al 70% a una 
temperatura de -20°C 
16.  Centrifugar a 14000 gravedades por 5 minutos. 
17. Retirar completamente el etanol. 
18. Adicionar 100µL de solución de rehidratación de DNA. 
19. Dejar en baño de María a una temperatura de 55°C durante 1 hora. 
20. Guardar el ADN extraído a -20°C.   
 
 
 
 
